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1 UVOD  
 
Egerolizini so od 13 do 20 kDa veliki proteini. Uvrščamo jih v istoimensko družino, ki 
vsebuje več kot 350 proteinov (Novak in sod., 2015; Butala in sod., 2017). Najdemo jih 
pri različnih organizmih. Njihova biološka vloga še ni povsem razjasnjena, glede na 
poznane lastnosti pa bi lahko imeli vlogo pri razvoju ali pri ombrambi in preživetju 
organizma, ki jih proizvaja. Ena od skupnih lastnosti egerolizinov je, da se vežejo na 
membranske lipide. Med prvimi takimi opisanimi interakcijami je interakcija 
egerolizina ostreolizina (Oly) s sfingomielinom in holesterolom bogatimi področji v 
membrani, t. i. lipidnimi rafti (Sepčić in sod., 2004). Ostreolizin deluje kot 
dvokomponentni tvorec por. Za porotvorno delovanje sta potrebna ostreolizin A (OlyA) 
in partnerski protein pleurotolizin B (PlyB) (Ota in sod., 2013). Ker se OlyA veže na 
lipidne rafte in sam po sebi ni toksičen za celice, so ga Skočaj in sod. (2014) označili z 
rdečim fluorescenčnim proteinom (OlyA-mCherry) in uporabili za označevanje lipidnih 
raftov. Pri nevretenčarjih je sfingomielin deloma ali v celoti nadomeščen s ceramid 
fosfoetanolaminom (CPE). Bhat in sod. (2015) so pokazali, da se egerolizini vežejo tudi 
na ta sfingolipid in se lahko uporabljajo za označevanje CPE pri larvah rodu Drosophila 
in pri krvni obliki parazita Trypanosoma brucei (Bhat in sod., 2015). Zaradi svojih 
vezavnih lastnosti in porotovornosti sta dve izmed možnih uporab egerolizinov v 
klinični diagnostiki in v kmetijstvu z namenom zatiranja škodljivcev. 
 
1.1 NAMEN DELA 
 
S to magistrsko nalogo smo želeli poiskati morebitne nove membranske tarče 
rekombinantnih egerolizinov, ostreolizina A (OlyA) iz gobe Pleurotus ostreatus, 
nigerolizina A2 (NigA2) iz nitaste glive Aspergillus niger in RahU iz bakterije 
Pseudomonas aeruginosa z namenom boljše opredelitve biološke vloge egerolizinov. 
1.2 DELOVNA HIPOTEZA 
 
Glede na pestrost vezavnih lastnosti egerolizinov iz različnih organizmov pričakujemo, 
da bomo odkrili nove membranske tarče poleg že poznanih. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 EGEROLIZINSKA DRUŽINA PROTEINOV 
 
V egerolizinsko družino proteinov spada več kot 350 proteinov (Novak in sod., 2015; 
Butala in sod., 2017). Veliki so od 13 do 20 kDa, so β-strukturni proteini in sestavljeni 
iz ene domene. Egerolizini so aktivni v pH-območju od 3,5 do 10,5 (Berne in sod., 
2009, Ota in sod., 2014). Najdemo jih v glivah, bakterijah, protozojih, rastlinah, virusih 
in v eni vrsti žuželk, skupno v 77 vrstah (Berne in sod., 2009). Egerolizini so 
poimenovani po egerolizinu Aa-Pri1 iz gobe Agrocybe aegerita (Berne in sod., 2002). 
 
Asp-hemolizin iz nitaste glive Aspergillus fumigatus je prvi izoliran (Sakaguchi in sod., 
1975) in sekvenciran (Elbina in sod., 1994) egerolizin. Nitasta gliva A. fumigatus je 
oportunistični patogen, ki med drugim povzroča invazivno aspergilozo, k patogenezi pa 
naj bi prispeval tudi omenjeni hemolizin (Rementeria in sod,. 2005). 
 
Egerolizinska proteinska domena je bogata z aromatskimi (10 %) in nabitimi (20 % – 24 
%) aminokislinskimi ostanki (Fukuchi in sod., 1996). Primarne strukture egerolizinov 
imajo zelo majhno identičnost (Butala in sod., 2017). Zdi se, da je jakost identičnosti 
filogenetsko neodvisna. Tudi razporeditev predvidenih egerolizinov med nitastimi 
glivami in bakterijami je neenakomerna. S pomočjo bioinformatskih analiz je bilo 
pokazano, da 20 % vrst gliv vsebuje egerolizine, največ pa jih je prisotnih pri razredu 
Eurotiomycetes (Novak in sod., 2015). 
 
2.1.1 Biološka vloga egerolizinov 
 
Egerolizine najdemo pri širokem spektru organizmov, za katere ne moremo reči, da 
pripadajo isti ekološki niši ali si delijo enak življenjski slog (Butala in sod., 2017). Pri 
glivah so to lahko rastlinski patogeni (Fusarium graminearum, Moniliophthora 
perniciosa), živalski patogeni (A. fumigatus) in entomopatogeni (Cordyceps militaris). 
Najdemo jih tudi v glivah, ki se nahajajo v zemlji (A. niger) in v užitnih glivah (P. 
ostreatus).  
 
Bakterijski egerolizin Cry34Ab1 iz B. thuringiensis je za žuželke specifičen kristalni 
protein in toksično deluje na ličinke koruznega hrošča. Največja učinkovitost je 
dosežena s pomočjo partnerskega proteina Cry35Ab1 (Ellis in sod., 2002). Do 
toksičnega delovanja pride v kislem pH. Tako okolje je v črevesju koruznega hrošča, v 
bazičnem okolju metuljev pa nima učinka (Masoon in sod., 2004). Cry34Ab1 in 
Cry35Ab1 se uporabljata kot insekticida (Narva, 2000). Njuno delovanje je doseženo z 
vstavljanjem genov v rastline, na katere ima koruzni hrošč škodljivo delovanje, ali pa se 
sintetizirajo s pomočjo bakterijskih rekombinantih sistemov (Huang in sod., 2007). V 
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družino egerolizinov uvrščamo tudi AfIP-1A iz bakterije Alcaligenes faecalis, ki je 
selektivno toksičen za ličinke koruznega hrošča (Yalpani in sod., 2017).  
 
Bakterija Clostridium bifermentas subsp. malaysia izraža egerolizina Cbm17.1 in 
Cbm17.2 (Nicolas in sod., 1993). Zapisa za oba egerolizina se nahajata znotraj Cry 
operona, ki vsebuje tudi zapisa za proteina Cry16A in Cry17A (Barloy in sod., 1998). 
Vsi štirje proteini skupaj oblikujejo holotoksin, ki deluje na ličinke komarjev rodu 
Aedes (Lee in Seleena, 1990). Pokazano je bilo tudi, da holotoksin nima toksičnega 
učinka na ovčje eritrocite (Hamon in sod., 1992). 
 
Ostreolizin A (OlyA) iz gobe P. ostreatus posredno sodeluje pri sporulaciji (Berne in 
sod., 2007). Časovni pojav je podoben tudi pri egerolizinu iz A. aegerita (Fernandez 
Espinar in Labarere, 1997). Pri nekaterih bakterijskih in askomicetnih egerolizinih pa 
naj bi bila vpletenost v sporulacijo neposredna (Barloy in sod., 1998). 
2.1.2 Ostreolizin A (OlyA) 
 
Protein OlyA je egerolizin iz gobe P. ostreatus (bukov ostrigar). Gre za glivo, ki jo 
uvrščamo v deblo prostotrosnic (Basidiomycota). Primerna je za uživanje, zaradi 
sposobnosti razgradnje celuloze pa je zanimiva tudi za biotehnološko uporabo (Cohen 
in sod., 2002). P. ostreatus poleg OlyA izraža tudi pleurotolizin A (PlyA). OlyA in 
PlyA imata visoko identičnost aminokislinskega zaporedja (95 %) (Ota in sod., 2013). 
 
OlyA se nahaja v bazidijih in bazidiosporah. Pokazano je bilo, da se OlyA tvori med 
oblikovanjem primordija, največje izražanje pa doseže v stadiju mladih trosnjakov 
(Berne in sod., 2002; Vidic in sod., 2005). V tem času, med oblikovanjem trosnjakov, je 
največja tudi aktivnost OlyA, ki po njihovem dozorevanju nato upade. V tem obdobju 
življenskega kroga glive je mogoče izolirati največ ostreolizina. Omenjeni protein 
najverjetneje nima neposredne vloge pri sporulaciji, saj je bil zaznan tudi pri sevih P. 
ostreatus, ki ne sporulirajo (Berne in sod., 2007).  
2.1.3 RahU 
 
Protein RahU je egerolizin iz bakterije P. aeruginosa. Ta bakterija je oportunistični 
patogen in je pogosto vpletena v pljučne okužbe pri bolnikih s cistično fibrozo (Davies, 
2002). P. aeruginosa, ki je pri bolnikih prisoten na začetku okužbe, ima t. i. nemukozni 
fenotip, iz katerega se po seriji morfoloških sprememb razvije mukozni fenotip (Smith 
in sod., 2006). Mukozni fenotip oblikuje biofilm (eksopolisaharid alginat), ki zaščiti 
bakterijo pred zunanjimi stresnimi dejavniki in imunskim sistemom gostitelja (Parsek in 
Singh, 2003). Mehanizem quorum sensing bakteriji omogoča razvoj biofilma in vpliva 
na imunski odziv gostitelja (Venturi, 2006). Med geni, ki spadajo pod uravnavo quorum 
sensing, sta tudi gena za ramnolipide in za protein RahU. Slednji se izraža v 
nemukoznem fenotipu P. aeruginosa (Rao in sod., 2008). 
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2.1.4 Nigerolizin A2 (NigA2) 
 
Protein NigA2 je egerolizin iz nitaste glive A. niger. To je gliva s saprofitskim načinom 
prehranjevanja. Prisotna je v prsti in odpadnem rastlinskem materialu. A. niger, tako kot 
nekatere druge vrste iz rodu Aspergillus, ob dolgotrajni izpostavljenosti sporam in pri 
bolnikih z oslabljenih imunskim sistemom povzroča astmo, alergije, aspergilom in 
aspergilozo (Steinbach in sod., 2004). Razmnoževanje je nespolno, spore pa so prisotne 
skoraj povsod. A. niger predvidoma proizvaja dva egerolizina, nigerolizin A1 (NigA1) 
in NigA2. Predvideni aminokislinski zaporedji NigA1 in NigA2 imata majhno 
identičnost (24 %). Izražanje genov z zapisi za egerolizina NigA1 in NigA2 močno 
poraste in je največje med pojavom prvih konidioforov (hife, ki proizvajajo spore), v 
času močne sporulacije pa izražanje začne upadati (Novak, 2016: 47). NigA2 je bil 
zaznan v citoplazmi mladih in starih hif, konidioforov in spor (Novak, 2016: 63). 
 
2.2 VEZAVA EGEROLIZINOV NA MEMBRANE 
2.2.1 Egerolizini in proteini z domeno MACPF 
 
Egerolizini so si podobni v vezavnih lastnostih, saj se vežejo na lipidne membrane. 
Nekateri egerolizini, kot so OlyA, PlyA in erilizin A (EryA) iz Pleurotus spp., za 
citolitično delovanje potrebujejo proteinskega partnerja, ki sta v primeru prvih dveh 
egerolizinov pleurotolizin B (PlyB) in erilizin B (EryB) v primeru EryA (Tomita in 
sod., 2004; Shibata in sod., 2010; Ota in sod., 2013). Proteina PlyB in EryB uvrščamo v 
družino proteinov z domeno MACPF (ang. Membrane Attack Complex/Perforin). Ti 
proteini imajo vlogo pri obrambi, razvoju organizma, lovljenju plena itd. (Müller-
Eberhard, 1988; Oshiro in sod., 2004). 
 
Proteini OlyA, PlyA in EryA ter njihovi vezavni partnerji tvorijo pore tako v naravnih 
kot umetnih membranah (Ota in sod., 2013). Vezava proteina PlyB na membrano je 
mogoča preko interakcije C-terminalne domene proteina z egerolizinoma PlyA ali OlyA 
(Tomita in sod., 2004; Lukoyanova in sod., 2015; Ota in sod., 201). Na podoben način 
deluje tudi protein EryB iz glive Pleurotus eryngii (Shibata in sod., 2010).  
 
OlyA/PlyA in PlyB tvorita rozetast kompleks iz 13 delov (Ota in sod., 2013, 
Lukoyanova in sod., 2015). Notranji del rozete predstavlja poro s premerom 4,9 nm 
(Ota in sod., 2013). Pri tvorbi PlyA/PlyB pore se 13 molekul PlyB usede na 26 molekul 
PlyA (Lukoyanova in sod., 2015). Nato PlyB skozi lipidni dvosloj iztegne 
transmembranske domene, ki tvorijo poro v obliki β-sodčka. Z oblikovanjem pore je 
dosežena povečana transmembranska električna prevodnost membrane, omogočen je 
prehod večjih topljencev, kar vodi do citotoksičnosti (Žužek in sod., 2006). OlyA in 
PlyB povzročita tudi povečano znotrajcelično koncentracijo kalcijevih ionov, rezultat 
tega je spremenjena homeostaza kalcija v gladkih mišicah žil. 
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Slika 1: Tvorba pore pleurotolizina A (PlyA) in pleurotolizina B (PlyB). A – monomera PlyA in PlyB. B 
– zgodnja predpora, C – pozna predpora, D – oblikovana pora. Slika prirejena po Lukoyanova in sod., 
2015.  
 
2.2.3 Hemolitično delovanje 
 
Prva odkrita hemolitično aktivna egerolizina sta bila Asp-hemolizin iz nitaste glive A. 
fumigatus (Yokota in sod., 1977) in Ply iz glive P. ostreatus (Bernheimer in Avigad, 
1979). Hemolitičnost je bila pokazana tudi pri terelizinu iz nitaste glive Aspergillus 
terreus, egerolizinu Aa-Pri1 iz glive A. aegerita in nativnem eringeolizinu iz P. eryngii 
(Nayak in sod., 2011; Ngai in Ng, 2006). Egerolizin OlyA iz glive P. ostreatus skupaj s 
PlyB deluje hemolitično, hemoliza pa sledi sigmoidni krivulji (Berne in sod., 2002; Ota 
in sod., 2013). NigA2 iz nitaste glive A. niger sam po sebi ne deluje hemolitično 
(Novak, 2016). Isto je bilo pokazano tudi za RahU (Rao in sod., 2007). 
 
2.2.4 Vezava egerolizinov na membrane iz sfingomielina ali ceramid 
fosfoetanolamina v kombinaciji s holesterolom 
 
Pri glivnih egerolizinih iz Pleurotus spp. – OlyA in plurotolizin A2 (PlyA2 iz glive P. 
eryngii) – je bila pokazana vezava na raftom podobne domene v membrani (Berne in 
sod., 2002; Bhat in sod., 2013). Z izrazom lipidni rafti označujemo področja membran, 
ki so sestavljena iz različnih sterolov (predvsem holesterola) in sfingolipidov in so 
nestalnega značaja. Vlogo imajo pri membranskem transportu, prenašanju signalov in 
vstopu patogenov (Simons in Ikonen, 1997). Povezani so tudi z nastankom nekaterih 
bolezni, kot sta Alzheimerjeva in Parkinsonova bolezen (Michel in Bakovic, 2007). 
 
K tvorbi raftov prispeva tudi sfingomielin (SM). Gre za prevladujoč sfingolipid v 
zunanji plasti celične membrane vretenčarjev. Tomita in sod. (2004) so ugotovili, da je 
hemolitična aktivnost PlyA in PlyB odvisna od vsebnosti SM pri različnih sesalčjih 
eritrocitih. Najbolj občutljivi so ovčji, nato eritrociti človeka, zajca, psa in konja. 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
6 
 
V celični membrani nevretenčarjev, protozojev in bakterij prevladuje sfingolipid 
ceramid fosfoetanolamin (CPE). Nekatere skupine členonožcev vsebujejo CPE namesto 
SM (Drosophila, Musca) (Kraut, 2011), največ jih ima CPE in SM (Lepidoptera, 
Hymenoptera, Arachnida) (Yang in sod., 1974; Abeytunga in sod., 2004). Tudi pri 
krvni obliki parazita Trypanosoma brucei sta prisotna oba, tako CPE kot SM. Osnovna 
strukturna razlika med CPE in SM je v polarni glavi lipidov. Pri CPE je na fosfatno 
skupino vezan etanolamin, pri SM pa holin (Slika 2). 
 
 




CPE za razliko od SM s holesterolom ne tvori lipidnih raftov (Terova in sod., 2005). 
Egerolizina PlyA2 (Bhat in sod., 2013) in OlyA (Skočaj in sod., 2014) se vežeta na 
liposome iz SM:Hol v molarnem razmerju 1:1. Vendar je vezava na liposome iz 
CPE:Hol (molarno razmerje 1:1) pri teh dveh egerolizinih, kot tudi pri EryA, močnejša 
(Bhat in sod., 2015). Poleg tega se je za PlyA2 pokazalo, da za vezavo ne potrebuje 
holesterola, saj se veže tudi na vezikle iz CPE:PC (molarno razmerje 1:1) (Bhat in sod., 
2015).  
 
Vezava OlyA in PlyA na umetne membrane iz holesterola in sfingomielina poteče pri 
najmanj 30 % molskem deležu holesterola, ki je tudi delež, potreben za oblikovanje 
tekoče urejene faze membrane (ang. liquid ordered phase – lo) (de Almeida in sod., 
2003). Isti delež holesterola je potreben tudi pri vezavi nekaterih od holesterola odvisnih 
citolizinov (ang. Cholesterol-dependent cytolysin, CDC), npr. listeriolizina in 
perfringolizina (Harris in sod., 2010). Omenjena CDC za vezavo ne potrebujeta 
sfingomielina. Ugotovljeno je bilo, da je za vezavo OlyA na sterole potrebna prosta 3β-
OH skupina, nanjo pa vplivajo tudi nekatere spremembe sterolne izooktilne verige 
(Rebolj in sod., 2006, Bhat in sod., 2015). Vezava OlyA na vezikle iz CPE in različnih 
sterolov je ovirana ob vezavi večjih skupin na A sterolni obroč. Ker sta za vezavo 
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pomembni prosta 3β-OH skupina in A sterolni obroč, se domneva, da se egerolizini 
tesno vežejo s polarno sterolno glavo. Različni učinki sprememb izooktilne verige pa 
mogoče kažejo na pomembnost pakiranja sterolov s CPE za vezavo egerolizinov (Bhat 
in sod., 2015). Med sterole, ki skupaj s CPE prispevajo k vezavi egerolizinov, sodi tudi 
ergosterol, ki je prisoten pri glivah (Bhat in sod., 2015). 
 
NigA2 se v nanomolarni koncentraciji veže na lipidne vezikle iz CPE in Hol (molarno 
razmerje 1:1), medtem ko se ne veže na lipidne vezikle iz SM:Hol (molsko razmerje 
1:1) (Novak, 2016). Vezava na lipidne vezikle iz CPE:Hol (molarno razmerje 1:1) je 
bila pokazana tudi za RahU (E. Kočar, osebno sporočilo). 
 
2.2.5 Vezava egerolizinov z lizofosfatidilholinom, lipoproteinom nizke gostote in 
ramnolipidi 
 
RahU se veže na lizofosfatidilholin (lizoPC). LizoPC je degradacijski produkt 
lipoproteinov z nizko gostoto (angl. low-density lipoprotein, LDL) in je prisoten v 
oksidirani obliki LDL, ki nastane med oksidativnim stresom v pljučih bolnikov s 
cistično fibrozo (Winklhofer-Roob in sod., 1995). LizoPC naj bi prek RahU vplival na 
oblikovanje biofilma (Rao in sod., 2011). Oksidirana oblika LDL pripelje do 
proliferacije makrofagov. Zato lahko zaradi vezave RahU z lizofosfolipidi iz oksidiranih 
LDL to preprečimo (Rao in sod., 2011).  
 
RahU se veže tudi na monoramnolipide (Miklavčič in sod., 2015). To so lipidi, ki 
vsebujejo manozo in se izločijo pod kontrolo quorum sensing ter sodelujejo pri 
oblikovanju biofilma. So tudi virulenčni faktorji in zmanjšujejo površinsko trenje ter 
povečujejo rojenje bakterij. Ker se RahU sintetizira istočasno z ramnolipidi, je njegova 
vloga mogoče prav uravnavanje naštetih procesov. RahU z vezavo na ramnolipide in 
lizoPC uravnava tudi naravno imunost (Rao in sod., 2007; 2011; Miklavčič 2015). 
 
Tudi za Asp-hemolizin je bilo pokazano, da veže lizoPC in oksidirano obliko LDL. Po 
drugi strani pa že majhne koncentracije lizoPC preprečijo vezavo OlyA na lipidno 
membrano. Vezava OlyA se manjša z večanjem glave lizoPC, saj naj bi ta fizično 
ovirala vezavo OlyA (Sepčić in sod., 2003). 
 
2.2.6 Uporaba egerolizinov 
 
Ličinke Drosophila melanogaster vsebujejo CPE v centralnem živčnem sistemu, 
črevesju in diskih kril (odebeljen epidermis z mezodermalnimi celicami, iz katerega se 
razvijejo krila) (Carvalho in sod., 2012). S fluorescenčno označenim PlyA (PlyA-
EGFP) so Bhat in sod. (2015) uspešno označili te strukture. Ker se EryA veže na 
domene, bogate s CPE:Hol, ne pa tudi na domene SM:Hol, ki so značilne za sesalske 
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celice, so s fluorescenčno označenim egerolizinom EryA (EryA-EGFP) označili stadij 
Trypanosoma brucei, ki se prenaša po krvnem sistemu sesalcev. To lastnost bi lahko v 
medicinske namene uporabili kot dostavni sistem za dostavo toksinov ali antigenov za 
zdravljenje afriške spalne bolezni. 
 
Membranski rafti so majhni in nestabilni, zato lahko egerolizine zaradi njihove prej 
omenjene lastnosti, da se vežejo na membrane iz SM in Hol, uporabimo za njihovo 
označevanje. S fluorescenčno označenim OlyA (OlyA-mCherry) so tako spremljali 
vezavo na žive in fiksirane epitelijske ledvične celice koker španjela (ang. Madin-Darby 
canine kidney – MDCK) (Skočaj in sod., 2014). Z EGFP označenim proteinom PlyA2 
so opazovali vezavo na celice HeLa (Bhat in sod., 2013). Na ovarijske celice kitajskega 
hrčka (CHO celice) so vezali Oly (protein v nativni obliki) in vezavo zaznavali s 
primarnimi protitelesi proti ostreolizinu in fluorescenčno označenimi sekundarnimi 
protitelesi (Chowdhury in sod., 2008).  
 
Ker Cbm17.1 in Cbm17.2 iz bakterije C. bifermentans subsp. malaysia nista citolitična, 
razen za komarje iz rodu Aedes, obstaja možnost insekticidne uporabe (Barloy in sod., 
1996). Zaradi selektivne toksičnosti za ličinke koruznega hrošča je insekticidna uporaba 
možna tudi pri že omenjenem AfIP-1A iz bakterije Alcaligenes faecalis (Yalpani in 
sod., 2017). 
 
Ugotovljeno je bilo tudi, da dodatek egerolizina Oly(A), kontaminiranega s sledovi 
partnerskega proteina PlyB, pri gojenju P. ostreatus pripomore k hitrejšemu razvoju 
primordija in njegovemu dozorevanju v trosnjake (Berne in sod., 2007).  
 
Vsebnost Hol se s transformacijo zdrave celice v rakavo poveča. Resnik in sod. (2015) 
so ugotovili, da kompleksi OlyA/PlyB povzročijo nekrozo celic invazivnega raka 
sečnega mehurja, ne pa tudi zdravih celic sečnega mehurja, kar bi se lahko uporabilo za 
zdravljenje raka sečnega mehurja. 
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Preglednica 1: Kemikalije 
Kemikalija Proizvajalec Država 
30 % akrilamid/biakrilamid, 19:1 Bio-Rad ZDA 
Agar Formedium VB 
Sephadex® G-50 GE Healthcare VB 
LB gojišče LLG Labware Nemčija 
Agaroza Nippon Genetics Europe Japonska 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) Roth Nemčija 
2-merkapto-etanol, kalcein, TEMED (N,N,N´,N-
tetrametilendiamin, Triton X-100, Trizma® base, 
Tween 20 
Sigma ZDA 
2-propanol, citrat monohidrat, EDTA, kalijev 
dihidrogen fosfat (KH2PO4), NaDS, natrijev hidrksid 
(NaOH), natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), natrijev 
klorid (NaCl), ocetna kislina (CH3COOH), 
trikloroocetna kislina (TCA), Tris-HCl 
Merck Nemčija 
PageRuler Prestained Protein Ladder, 10–250 kDa, 
SimplyBlue™ SafeStain  
Thermo Fisher Scientific ZDA 
Aceton, etanol, kloroform, metanol Carlo Erba Italija 
 
Preglednica 2: Lipidi 
Lipid  Proizvajalec Država 
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-
fosfatidilholin (POPC), SM, Hol 
Avanti Polar Lipids ZDA 
CPE Matreya ZDA 
 
3.1.2 Raztopine in pufri 
 
Preglednica 3: Raztopine in pufri 
Pufer Sestava 
Eritrocitni pufer 140 mM NaCl, 20 mM Tris, pH 7,4 
NaDS elektroforezni pufer 3,03 % (m/V) Tris, 14,4 % (m/V) glicin, 1 % 
(m/V) NaDS 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 3: Raztopine in pufri 
Pufer Sestava 
NaDS ločevalni gel, 12 % 
 
 
NaDS nanašalni gel, 4 % 
300 µl akrilamid, 517 µl dH2O, 125 µL 3 M Tris, 
6,7 µl 10 % NaDS, 50 µl 1.5 % APS, 1 µl 1,5 % 
TEMED na 1 ml 
100 µl akrilamid, 589 µl dH2O, 250 µl 0.5 M Tris, 
10 µl 10 % NaDS, 50 µl 1,5 % APS, 1 µl 1,5 % 
TEMED na 1 ml 
  
Na-fosfatni pufer 5 mM Na2HPO4, pH 8 
Aktivacijska raztopina  7,9 % (m/V) CaCl2 x 2H2O, 10,4 % (V:V) 
metanol, 59,7 % (V:V) 2-propanol  
Pufer za vezikle 140 mM NaCl, 20 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4 
Raztopina za razvijanje PVDF membrane  81,9 % (V:V) TBS, 0,49% (m/V) 4-kloro-1 naftol, 
16 % (V:V) metanol, 0,98 % (V:V) H2O2  
TBS 10 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,4 




Preglednica 4: Gojišča 
Gojišče Sestava 
MEA tekoče gojišče malt ekstrakt 20 g/l, pepton 1 g/l, glukoza 20 g/l 
MEA trdno gojišče malt ekstrakt 20 g/l, pepton 1 g/l, glukoza 20 g/l, 
agar 20 g/l. 
hranilni agar trdno gojišče hranilna juha 8 g/l, NaCl 5 g/l, agar 15 g/l 
hranilni agar tekoče gojišče hranilna juha 8 g/l, NaCl 5 g/l 
 
3.1.4 Organizmi in celice za ektrakcijo membranskih lipidov 
 
Preglednica 5: Organizmi in celice za ekstrakcijo membranskih lipidov 
Organizem/Celice Vir 
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas 
fluorescens, Bacillus cereus, Salmonella enterica, 
Saccharomyces cerevisae 
Katedra za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov, Oddelek za biologijo 
Biotehniške fakultete UL 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 6: Organizmi in celice za ekstrakcijo membranskih lipidov 
Organizem/Celice Vir 
Rhodotorula mucilaginosa, Rhizopus stolonifer Katedra za molekularno genetiko in biologijo 
mikroorganizmov, Oddelek za biologijo 
Biotehniške fakultete UL 
Celice Sf9 iz žuželke Spodoptera frugiperda, 
Aspergillus brasiliensis, Aspergillus niger in 
Aspergillus terreus 
Kemijski inštitut, Ljubljana 
Ličinke koruznega hrošča (Diabrotica virgifera) Kmetijski inštitut, Ljubljana 
Celice Sf9 iz žuželke Spodoptera frugiperda Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, UL 
Goveja kri Veterinarska fakulteta, UL 
 
3.1.5 Laboratorijska oprema 
 
Preglednica 7: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
aparatura za NaDS-PAGE Bio-Rad ZDA 
aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene VB 
avtoklav Kambič Slovenija 
centrifuga 3–30 KS Sigma Nemčija 
centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
hladilnik +4 °C Gorenje Slovenija 
hladilnik –20 °C  Liebherr Nemčija 
hladilnik –80 °C Ultra Low Sanyo Japonska 
lupa Leica MZ FLIII, kamera: Leica DFC425 C, 
programska oprema: LAS V4.0 Leica Nemčija 
magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
magnetno mešalo RET basic Ika Kitajska 
mikročitalec BioTek Cytation 3 Thermo Fisher Scientific ZDA 
mikročitalec Dynex MRX Dynex technologies ZDA 
mikrotitrne plošče, črne, 96 jamic, ravno dno, Costar Thermo Fisher Scientific ZDA 
NC membrana Trans-Blot® Transfer Medium (0.45 
µm) Bio-Rad ZDA 
pH-meter SevenMulti™  Mettler Toledo Švica 
se nadaljuje  
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Nadaljevanje Preglednice 8: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
PVDF membrana Immobilon-PSQ (0.2 µM) Merck Nemčija 
rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization 
water bath Stovall life sciences Inc. ZDA 
rotavapor R-134, V700 in vodna kopel B-480 Büchi Švica 
sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics ZDA 
stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica Slovenija 
tehtnica L420 S Sartorius Nemčija 
tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
termostatiran stresalnik Thermo Shaker TS100 Lab4You GmbH Nemčija 
vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Slovenija 
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3. 2. 1 Gojenje bakterij, kvasovk in nitastih gliv 
 
Seve bakterij P. aeruginosa, P. fluorescens, B. cereus in S. enterica, kvasovki S. 
cerevisae in R. mucilaginosa ter spore nitaste glive R. stolonifer smo dobili od Katedre 
za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov na Oddelku za biologijo 
Biotehniške fakultete. Shranjeni so bili v trajnih kulturah v 25 % (V:V) raztopini 
glicerola pri –80 °C.  
Z ezo smo seve bakterij P. aeruginosa, P. fluorescens, B. cereus in S. enterica nacepili 
na plošče s hranilnim agarjem. Gojenje je potekalo tri dni pri 25 °C. Plošče smo oblepili 
s parafilmom in jih shranili pri 4 °C. 
3–5 kolonij bakterij S. enterica, P. aeruginosa in B. cereus smo vcepili v 30 ml 
tekočega gojišča hranilnega agarja v 150 ml erlenmajericah. Čez noč smo jih stresali na 
krožnem stresalniku pri 37 °C in 200 vrt./min. Na ta način smo pridobili predkulture. 
Predkulturo vsake bakterije smo vcepili v dve litrski erlenmajerici, ki sta vsebovali 200 
ml tekočega gojišča hranilnega agarja (vcepek 2 ml predkulture/100 ml gojišča), in 
gojili 24 ur pri 37  C in 180 vrt./min. 
Bakterijo P. fluorescens smo iz plošč direktno vcepili v 200 ml tekočega gojišča 
(hranilni agar) v litrski erlenmajerici in gojili 24 ur pri 30 °C. 
Kulture bakterij smo prenesli v litrske centirfugirke. Sledilo je centrifugiranje za 
zbiranje biomase 10 minut pri 6000 vrt./min in 25 °C. Po centrifugiranju smo odlili 
gojišče in dodali fiziološko raztopino, da smo odstranili ostanke gojišča. Ponovno smo 
centrifugirali pri istih pogojih, odstranili supernatant in biomaso stehtali. Dobili smo 
1,13 g P. aeruginosa, 1,12 g P. fluorescens, 1,86 g B. cereus in 1,21 g S. enterica. 
Kvasovki S. cerevisae in R. mucilaginosa smo nacepili do posameznih kolonij na 
petrijevke s trdnim gojiščem MEA. Pri 25 °C smo ju gojili tri dni, nato pa smo plošči 
oblepili s parafilmom in jih do uporabe shranili pri 4 °C. 
Kvasovki smo vcepili v 400 ml tekočega gojišča MEA. Čez noč smo ju stresali na 
krožnem stresalniku pri 30 °C in 200 vrt./min. Biomaso smo zbrali, odstranili ostanke 
gojišča in stehtali na enak način kot pri bakterijah. Pri kvasovki S. cerevisae smo dobili 
1,457 g biomase, pri R. mucilaginosa pa 1,197 g biomase. 
Spore nitaste glive R. stolonifer smo z vatirano palčko konfluentno nacepili na 
petrijevke s trdnim gojiščem MEA. Pri 25 °C smo jih gojili tri dni. Spore smo pobrali s 
pomočjo fiziološke raztopine in s previdnim strganjem z vatirano palčko. Hranili smo 
jih v fiziološki raztopini pri 4 °C. 
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V dve 500 ml erlenmajerici s 100 ml tekočega gojišča MEA smo vcepili po 1,5 ml spor 
R. stolonifer v fiziološki raztopini. Čez noč smo erlenmajerici z gojiščem stresali na 
krožnem stresalniku pri 180 vrt./min in 30 °C. 
S pomočjo lija in filtrirnega papirja smo v laminariju iz obeh erlenmajeric skupaj zbrali 
2,617 g biomase R. stolonifer, ki smo jo z zobotrebcem s filtrirnega papirja prenesli v 
aluminijasto folijo in shranili pri –80 °C. Pred uporabo smo biomaso prenesli v terilnico 
in jo strli v tekočem dušiku. 
3.2.2 Priprava eritrocitnih membran 
 
Eritrocite smo sprali s petimi volumni eritrocitnega pufra. Sedimentirali smo jih s 
centrifugiranjem (5 minut, 2500 vrt./min, 25 °C). S Pasteurjevo pipeto smo odstranili 
supernatant krvne plazme. Dodali smo 40 volumnov ledeno hladnega 5 mM Na-
fosfatnega pufra in 5 minut inkubirali na ledu, da so celice sprostile hemoglobin. 
Postopek s spiranjem smo ponovili štirikrat, dokler nismo dobili bele usedline, ki so jo 
predstavljale eritrocitne membrane – »duhki«. 
3.2.3 Ekstrakcija lipidov 
 
3.2.3.1 Ekstrakcija lipidov na polarno in nepolarno fazo 
 
Lipide smo ekstrahirali po protokolu iz Seppo in sod. (2000). Za vsak gram biomase (P. 
aeruginosa, P. fluorescens, B. cereus, S. enterica, S. cerevisae, R. mucilaginosa, 
R.stolonifer, A. brasiliensis, A. niger, A. terreus, žuželčje celice Sf9, ličinke koruznega 
hrošča, eritrocitni duhki) smo dodali tri volumne ledeno hladne destilirane vode in zmes 
premešali na vibracijskem mešalu. Nato smo homogenat prenesli v stehtano stekleno 
centrifugirko in dodali osem volumnov ledeno hladnega metanola in ponovno premešali 
na vibracijskem mešalu. Sledilo je dodajanje štirih volumnov ledeno hladnega 
kloroforma in mešanje na vibracijskem mešalu. Homogenat smo čez noč stresali v 
digestoriju pri 25 °C. Sledilo je centrifugiranje (15 minut, 2500 vrt./min, 25 °C). Po 
centrifugiranju smo s stekleno pipeto odpipetirali supernatant in ga shranili pri 4 °C. 
Sediment smo stehtali in ponovno ekstrahirali v treh volumnih ledeno hladne destilirane 
vode, osmih volumnih ledeno hladnega metanola in štirih volumnih kloroforma za vsak 
gram biomase z vmesnimi mešanji na vibracijskem mešalu. Zmes smo centrifugirali (15 
min, 2500 vrt./min, 25 °C). Supernatant smo odpipetirali in ga združili s supernatantom, 
pridobljenim po prvem centrifugiranju. Temu smo nato dodali takšen volumen ledeno 
hladne destilirane vode, da smo prvotno razmerje topil voda : metanol : kloroform iz 
3:8:4 spremenili v 5,6:8:4. Ponovno smo centrifugirali (15 minut, 2500 vrt./min, 25 °C) 
in dobili dve ločeni fazi, nepolarno (spodnjo) in polarno (zgornjo). Ti dve smo s 
stekleno pipeto odpipetirali v stekleni bučki, ki smo ju predhodno očistili s serijo topil z 
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naraščajočo, nato pa s padajočo polarnostjo (kloroform, aceton, propanol, metanol, 
voda, metanol, propanol, aceton, kloroform) in stehtali. Nepolarno in polarno (zgornjo) 
fazo smo posebej posušili na rotavaporju. 
Po sušenju na rotavaporju smo določili maso lipidov. Pri manjših količinah začetnega 
materiala (bakterije, kvasovki, nitaste glive) smo v bučko s polarno fazo dodali manjši 
volumen vode, metanola in kloroforma v razmerjih 3:8:4 in raztopljene lipide prenesli v 
stehtano in očiščeno stekleno vialo (sprali kot bučko s serijo topil z naraščajočo in nato 
s padajočo polarnostjo). V bučko z nepolarno fazo smo dodali manjši volumen metanola 
in kloroforma v razmerju 1:1 in raztopljene lipide prenesli v stehtano in kot prej 
očiščeno stekleno vialo. Po sušenju z dušikom smo maso lipidov določili s tehtanjem 
viale. Po tehtanju smo lipide polarne faze raztopili v vodi, metanolu in kloroformu 
(razmerje 3:8:4), tako da je koncentracija znašala 80 mg/ml. Lipide nepolarne faze smo 
raztopili v metanolu in kloroformu (razmerje 1:1) v koncentraciji 20 mg/ml. 
Koncetracija lipidov polarne faze pri lipidih žuželčjih celic Sf9 je bila 36,8 mg/ml, 
koncentracija lipidov nepolarne faze pa 19 mg/ml. 
3.2.3.2 Ekstrakcija totalnih lipidov žuželčjih celic Sf9 
 
Totalne lipide iz žuželčjih celic Sf9 smo ekstrahirali po metodi Skočaj in sod. (2016). 7 
g celic Sf9 smo dodali 7 ml MQ in 3 minute sonicirali na ledu z 10-sekundnimi pulzi in 
amplitudo 20 %. Sonicirane lipide smo prenesli v stekleno centrifugirko in dodali 1 ml 
MQ. Nato smo dodali 24 ml mešanice kloroform : metanol (V:V = 10:1) in inkubirali 2 
uri pri 25 °C. Sledilo je centrifugiranje (5 minut, 2500 vrt./min, 25 °C). Organsko 
(spodnjo) fazo smo odpipetirali v bučko, ki smo jo kot prej očistili s serijo topil z 
naraščajočo in nato s padajočo polarnostjo. Vodni (zgornji) fazi pa smo dodali 1 ml 
mešanice kloroform : metanol (V:V = 2:1) in inkubirali 1 uro pri 25 °C. Sledilo je 
centrifugiranje (5 minut, 2500 vrt./min, 25 °C). Organsko fazo smo odpipetirali in 
združili s prejšnjo. Sledilo je sušenje in določanje mase kot v točki 3.2.3.1. 
3.2.4 Ločitev izoliranih lipidov s tankoplastno kromatografijo (TLC) in prenos na 
PVDF membrano (prenos far-eastern) 
 
Metodo ločitve lipidov s tankoplastno kromatografijo (TLC) smo izvedli na aluminijasti 
plošči (TLC plošča), prekriti s silikagelom. Ta ima polaren značaj in pri ločevanju 
predstavlja stacionarno fazo, na katero nanesemo lipide. Mobilna faza je manj polarna, z 
njo potujejo manj polarni lipidi po stacionarni fazi. Plošči s silikagelom smo pokrili s 
stekleno ploščo in jo 30 minut segrevali pri 120 °C. Ko sta se ohladili, smo nanju 
centimeter od spodnjega roba v tanki liniji s hamiltonovo brizgo nanesli lipide (količine 
nanesenih lipidov so navedene v   
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Preglednica 9). Na eno ploščo smo nanesli lipide nepolarnih faz, na drugo pa lipide 
polarnih faz. Po nanosu lipidov smo plošči posušili s sušilnikom las. V kromatografski 
komori smo nalili mobilni fazi in komori pretresli, da se je vzpostavil parni tlak topil. 
Za mobilno fazo smo uporabili mešanico topil iz kloroforma, metanola in 25 % 
raztopine amonijaka. Za ločevanje lipidov nepolarnih faz smo uporabili razmerje prej 
omenjenih topil 65:25:4, za ločevanje lipidov polarnih faz pa 40:40:10. Plošči s 
silikagelom smo postavili v kromatografski komori. Ko je mobilna faza pripotovala 1 
cm do zgornjega roba, smo plošči vzeli iz komor. Posušili smo ju s sušilinkom las in ju 
postavili v eksikator za 1 uro. 
Lipide nepolarnih in polarnih faz smo iz TLC plošč prenesli na PVDF membrani. Za 
prenos lipidov smo uporabili PVDF membrano, posušeno TLC ploščo in dve membrani 
iz steklenih vlaken. Na membrano iz steklenih vlaken smo položili TLC ploščo. PVDF 
membrano smo za 30 sekund aktivirali v aktivacijski mešanici (106 mg CaCl2 x 2H2O, 
40 ml H2O, 14 ml metanola, 80 ml 2-propanola). Nato smo PVDF membrano položili 
na TLC ploščo, na PVDF membrano pa še eno membrano iz steklenih vlaken. Na 
zložene membrane smo za 30 sekund pritisnili ogret likalnik (180 °C).  
TLC plošči z lipidi polarnih ali nepolarnih faz smo naprhali s primulinom in slikali pod 
UV lučjo. Za tem smo TLC plošči naprhali tudi z ninhidrinskim reagentom in slikanje 
izvedli pod vidno svetlobo. 
Na odtisnjenih PVDF membranah smo izvedli blokado. PVDF membrani smo prenesli 
v kadičko s 3 % BSA v pufru TBS in ju čez noč pustili na stresalniku pri 4 °C. S tem 
smo preprečili nespecifične vezave proteinov. V kadičko smo dodali izbrani egerolizin 
(OlyA, NigA2, RahU) v 10 ml 3 % BSA v pufru TBS v koncentraciji 2 µg/ml in 2 uri 
inkubirali na stresalniku pri 25 °C. Nato smo trikrat po 5 minut spirali s pufrom TBS. 
Sledila je enourna inkubacija s primarnimi protitelesi (Penta-His Ab, Mouse IgG, 0,2 
mg/ml) v razmerju 1:1000. 10 µl protiteles smo dodali v 10 ml 3 % BSA v pufru TBS in 
1 uro stresali pri 25 °C. Po tem smo trikrat po 5 minut spirali s pufrom TBS. Nato smo 
dodali sekundarna protitelesa (Goat anti-Mouse IgG, HRP conjugate, 0,8 mg/ml) v 
razmerju 1:2000. 5 µl sekundarnih protiteles smo dodali v 10 ml 5 % posnetega mleka v 
pufru TBS in 1 uro inkubirali na stresalniku pri 25 °C. Trikrat po 5 minut smo spirali s 
pufrom TBS. 
Vezana sekundarna protitelesa smo zaznali s 25 ml pufra TBS, 50 µl H2O2, 15 mg 4-
kloronaftola in 5 ml metanola. Po dodatku mešanice smo posodo s PDVF membrano za 
10 minut ovili v alu folijo. 
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Preglednica 9: Količine lipidov, nanesenih na ploščo s silikagelom 
Lipidi Količina lipidov nepolarne 
faze, nanesena na ploščo s 
silikagelom 
Količina lipidov polarne 
faze, nanesena na ploščo s 
silikagelom 
Sf9 100 µg 150 µg 
Ličinke koruznega hrošča 200 µg 300 µg 
 
3.2.5 Točkovni nanos lipidov 
 
3.2.5.1 Točkovni nanos lipidov in zaznavanje vezave fluorescenčno označenih 
egerolizinov 
 
Spremljali smo vezavo OlyA-mCherry in NigA2-mCherry na izolirane lipide in lipidne 
standarde. Po izvedbi blokade (preprečitev nespecifičnih vezav) v 5 % posnetem mleku 
v pufru TBS smo vzorce na nitrocelulozni membrani inkubirali z raztopino enega ali 
drugega proteina v pufru TBS in vezavo proteina na lipide potrdili pod lupo z izbranim 
filtrom za fluorescenčni protein mCherry. 
3.2.5.1.1 Točkovni nanos lipidov nepolarnih in polarnih faz 
 
Na koščke nitrocelulozne membrane smo nanesli po 1 x, 5 x in 25 x 1,5 µl v kloroformu 
in metanolu v razmerju 1:1 (V:V) redčenih lipidov polarnih faz ali po 1 x, 5 x in 25 x 
1,5 µl v kloroformu, metanolu in vodi (V:V:V = 4:8:3) redčenih lipidov nepolarnih faz, 
izoliranih iz P. aeruginosa, P. fluorescens, B. cereus in S. enterica, S. cerevisae in R. 
mucilaginosa, R. stolonifer. Pri vzorcih lipidov nepolarnih fazje bilo nanesenih 26 µg, 6 
µg in 2 µg, pri vzorcih lipidov polarnih faz pa 120 µg, 24 µg in 4,8 µg lipidov. Na 
plošče z 12 vdolbinicami smo v vsako vdolbinico nanesli po 1 ml 5 % posnetega mleka 
v pufru TBS in v njih inkubirali nitrocelulozne membrane z lipidi (2 uri na stresalniku, 
25 °C) z namenom preprečitve nespecifičnih vezav. Z vakuumsko črpalko smo 
odstranili 5 % posneto mleko v pufru TBS in v vsako vdolbinico dodali po 1 ml OlyA-
mCherry ali NigA2-mCherry v koncentraciji 2 µg/ml. Ploščo z vdolbinicami smo ovili v 
alu folijo in inkubirali 2 uri na stresalniku pri 25 °C. Po končani inkubaciji smo z 
vakumsko črpalko odstranili medij in nitrocelulozne membrane trikrat po 5 minut spirali 
s pufrom TBS in vezavo preverili pod lupo z izbranim filtrom za fluorescenčni protein 
mCherry pri 1-kratni povečavi. 
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3.2.5.1.2 Točkovni nanos različnih razmerij lipidov polarne in nepolarne faze iz celic 
Sf9 
 
Poskus smo izvedli kot pri točki 3.2.5.1.1 Na nitrocelulozno membrano smo nanesli 60 
µg različnih razmerij lipidov polarne in nepolarne faze iz celic Sf9: polarna in nepolarna 
faza 50 % - 50 %, 40 % - 60 %, 30 % - 70 %, 20 % - 80 %, 10 % - 90 %, 100 % polarne 
faze, 100 % nepolarne faze in 100 % totalnih lipidov. 
3.2.5.1.3 Točkovni nanos lipidov posameznih z LC-ESI-MS/MS ločenih frakcij lipidov 
nepolarne faze iz celic Sf9  
 
Analizirali smo lipide nepolarne faze iz celic Sf9, ločene na HPLC koloni v 
Laboratoriju za bioorgansko kemijo Fakultete za fiziko Univerze v Trentu (Italija). 
Točkovni nanos lipidov je potekal kot pri točki 3.2.5.1.1. Razlika je bila le v količinah 
nanesenih lipidov na membrano in koncentracijah proteinov pri inkubaciji z 
membranami. Na koščke nitroceluloznih membran smo nanesli 1,5 µl lipidov iz 
posameznih z LC-ESI-MS/MS ločenih frakcij v koncentraciji 30-100 µg/ml. Za 
ugotavljanje vezave pa smo uporabili proteina OlyA-mCherry in NigA2-mCherry s 
koncentracijo 7 µg/ml. 
3.2.5.1.4 Točkovni nanos lipidnih standardov 
 
Uporabili smo SM, Hol, POPC, dipalmitoiloleil fosfatidilholin (DPPC), 
fosfatidiletanolamin (PE) in CPE. Lipidne standarde, ki so bili hranjeni v zamrzovalniku 
na –80 °C, smo zatehtali v steklene viale in raztopili v kloroformu. Na stekleni ploščici 
smo zmešali 10 µg standardov SM : Hol, POPC:Hol, DPPC:Hol, PE:Hol in CPE:Hol 
(vsi v molarnem razmerju 1:1). Lipidne kapljice smo prenesli na koščke nitroceluloznih 
membran. Na te smo nanesli tudi posamezne standarde SM, POPC, DPPC, PE in CPE 
Od tukaj naprej smo poskus izvajali kot v točki 3.2.5.1.1 Točkovni nanos lipidov, le da 
je koncentracija raztopine proteina v pufru TBS pri inkubaciji znašala 7 µg/ml. 
3.2.5.2 Točkovni nanos lipidov in zaznavanje vezave egerolizina RahU s protitelesi 
 
Tako kot za NigA2-mCherry in OlyA-mCherry smo tudi pri egerolizinu RahU 
spremljali vezavo proteina na izolirane lipide in lipidne standarde. Ti so bili enaki in na 
nitrocelulozne membrane naneseni v enakih količinah, kot je opisano v točki 3.2.5.1. V 
vdolbinice plošče smo odpipetirali po 1 ml 3 % BSA v pufru TBS in vanje položili 
membrane z lipidi. Čez noč smo inkubirali na stresalniku pri 4 °C in tako izvedli 
blokado. Odstranili smo 3 % BSA v pufru TBS in nitrocelulozne membrane z lipidi 2 
uri inkubirali v raztopini proteina (koncentracije kot v točki 3.2.5.1) v pufru TBS pri 25 
°C. Sledilo je spiranje v pufru TBS, trikrat po 5 minut. Membrane z nanešenimi lipidi 
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smo inkubirali s primarnimi protitelesi v koncentraciji 1 : 250 v 3 % BSA v pufru TBS. 
Po trikratnem spiranju s pufrom TBS je sledila inkubacija s sekundarnimi protitelesi v 
koncentraciji 1 : 2000 v 5 % posnetem mleku v pufru TBS. Po trikratnem spiranju s 
pufrom TBS smo vezana sekundarna protitelesa detektirali s 25 ml TBS, 50 µl H2O2, 
15 mg 4-kloronaftola in 5 ml metanola. Po dodatku 1 ml mešanice smo ploščo z 12 
vdolbinicami za 10 minut ovili v alu folijo. 
 
3.2.6 Test sedimentacije multilamelarnih veziklov (MLV), pripravljenih iz lipidov 
celic Sf9 in eritrocitnih duhkov 
 
3.2.6.1 Priprava multilamelarnih veziklov (MLV) iz lipidov celic Sf9 in eritrocitnih 
duhkov za test sedimentacije 
 
Pripravili smo lipidni film iz lipidov nepolarne ali polarne faze celic Sf9 in eritrocitnih 
duhkov. Lipide smo dodali v steklene bučke, ki smo jih predhodno očistili s serijo topil 
z naraščajočo, nato pa s padajočo polarnostjo (kloroform, aceton, propanol, metanol, 
voda, metanol, propanol, aceton, kloroform). Bučke z lipidi smo 3 ure sušili na 
rotavaporju. Po sušenju smo v bučke dodali pufer za vezikle in 20–30 steklenih kroglic 
ter 5 minut mešali na vibracijskem mešalu, da so se tvorili MLV. MLV v pufru smo 
odpipetirali v mikrocentrifugirko, ki smo jo prepihali z dušikom in shranili na –20 °C. 
Koncentraciji MLV iz lipidov nepolarne in polarne faze celic Sf9 sta bili 10 mg/ml, 
koncentraciji MLV iz lipidov nepolarne in polarne faze eritrocitnih duhkov pa 5 mg/ml. 
3.2.6.2 Test sedimentacije multilamelarnih veziklov (MLV) 
 
Po 50 µl MLV iz lipidov nepolarne in polarne faze celic Sf9 in eritrocitnih duhkov smo 
odpipetirali v tri mikrocentrifugirke. K MLV iz lipidov nepolarne in polarne faze celic 
Sf9 smo dodali 50 µg, k MLV iz lipidov nepolarne in polarne faze eritrocitnih duhkov 
pa 25 µg egerolizinov OlyA, NigA2 in RahU in pol ure inkubirali na stresalniku 
(450 vrt./min) pri 25 °C. Sledilo je centrufugiranje pri 4 °C in 60.000 g. Supernatant 
smo odpipetirali, sediment pa shranili pri 4 °C. V sedimentu so se nahajali MLV in 
proteini, ki so bili vezani na MLV. Proteine v supernatantu smo oborili s 100 % TCA, 
končna koncentracija te je znašala 20 %. Po 10-minutni inkubaciji na ledu smo 
suspenzijo 12 minut centirugirali (13200 vrt./min in 4°C). Odstranili smo supernatant, 
sediment pa sprali s 300 µl acetona in 5 minut centrifugirali (13200 vrt./min in 4°C). 
Aceton smo odstranili in ponovno sprali sediment z 200 µl acetona ter centrifugirali pri 
enakih pogojih kot pri prejšnjem spiranju. Tako smo dobili vzorec, ki je predstavljal 
proteine, ki se niso vezali na MLV. 
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3.2.6.3 NaDS-PAGE elektroforeza za ugotavljanje vezave proteina 
 
NaDS-PAGE elektroforeza nam omogoča ločitev proteinov na osnovi molekulske mase. 
Mi smo s to metodo preverjali prisotnost proteina v sedimentu oziroma supernatantu in 
tako ugotavljali vezavo proteinov na MLV, pripravljenih iz različnih vzorcev lipidov. 
V sistemu za pripravo gela za ločevanje proteinov smo pripravili 12 % ločevalni gel in 4 
% nanašalni gel. Ko sta se gela strdila, smo ju vpeli v NaDS-PAGE elektroforezni 
sistem. Vzorcem sedimentov in supernatantov smo dodali 20 µl štirikrat redčenega 
NuPAGE® LDS Sample Buffer (4 x) in inkubirali 5 minut na 100 °C. V jamice 
nanašalnega gela smo nanašali po 5 µl tako pripravljenega vzorca. Ločevanje je 
potekalo 60 minut pri napetosti 200 V v 1 x NaDS elektroforeznem pufru. Po končani 
elektorforezi smo gel odstranili iz sistema, ga trikrat po 5 minut spirali v MQ in ga nato 
60 minut inkubirali v barvilu SimplyBlue
TM
SafeStain. Sledilo je 30-minutno 
razbarvanje v MQ. Gel smo fotografirali z napravo G-Box. 
3.2.7 Test permeabilizacije s kalceinom napolnjenih lipidnih veziklov 
 
Spremljali smo permeabilizacijo lipidnih veziklov, ki smo jih naredili iz lipidov 
nepolarne faze, totalnih lipidov in različnih kombinacij lipidov nepolarne in polarne 
faze celic Sf9 (90 % - 10 %, 70 % - 30 %, 50 % - 50 %) in SM:Hol (molarno razmerje 
1:1), z egerolizinom OlyA, proteinom z domeno MACPF PlyB in OlyA v kombinaciji s 
proteinom PlyB. Za pripravo lipidnih filmov smo volumne, ki so ustrezali masi 8 mg 
lipidov, odpipetirali v steklene bučke in jih 4 ure sušili na rotavaporju. Nato smo v 
bučke dodali po 20–30 steklenih kroglic in 800 ml 60 mM v destilirani vodi 
raztopljenega kalceina in premešali na vibracijskem mešalu ter tako dobili MLV. S 
stekleno pipeto smo s kalceinom napolnjene vezikle odpipetirali v mikrocentrifugirke. 
Te smo 20 minut sonicirali na ledu (pulz 20 sekund on in 20 sekund off, amplituda 32 
%), da smo dobili majhne unilamelarne vezikle (ang. small unilamellar vesicles, SUV).  
V pufru za vezikle smo pripravili gel Sephadex G-50 in ga čez noč pustili pri 4 °C. Z 
gelom smo napolnili kolone (6,5 cm x 1 cm). V tako pripravljene kolone smo 
odpipetirali 100 µl SUV, večkrat centrifugirali (25 °C, 1 minuta, 1000 g), da smo dobili 
ločene frakcije SUV in se na ta način znebili prostega kalceina. SUV iz SM:Hol smo 
redčili 500 x, ostale pa 200 x v pufru za vezikle.  
V črni mikrotitrski ploščici s 96 vdolbinicami smo v pufru za vezikle pripravili po 100 
µl redčitev proteina Oly A (50 µg/ml do 0 µg/ml), Oly A in PlyB (50 µg/ml do 0 µg/ml 
OlyA in 8 µg/ml do 0 µg/ml PlyB, v stalnem masnem razmerju 12,5:1) in PlyB (8 
µg/ml do 0 µg/ml). V vdolbinice smo nato dodali po 100 µl SUV.  
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Jamice smo obsevali z eksitacijsko svetlobo valovne dolžine 485 nm in merili emitirano 
svetlobo valovne dolžine 538 nm. Merili smo 60 minut z najkrajšim možnim intervalom 
med meritvami in stresanjem (1 sekunda, 1 mm linearno) med vsakim ciklom meritev. 
Po končani meritvi smo v vseh jamicah izvedli popolno lizo SUV z dodatkom 
detergenta Triton X-100 (koncentracija v jamici 1,5 mM) in ponovno pomerili. Podatke 
smo uredili s pomočjo programa Microsoft Excel. Z enačbo 1 smo izračunali delež 
sproščenega kalceina (R %). F je največja izmerjena fluorescenca po dodatku proteinov 
Oly A ali/in Ply B, Fmin je najmanjša izmerjena fluorescenca pri koncentraciji 
proteinov 0 µg/ml, Fmax je največja izmerjena fluorescenca pri dodatku detergenta 
Triton X-100. 
𝑅 =  (𝐹 − 𝐹𝑚𝑖𝑛)/(𝐹𝑚𝑎𝑥 − 𝐹𝑚𝑖𝑛)  ∗ 100                                                             ...1 
3.2.8 Površinska plazmonska resonanca 
 
3.2.8.1 Priprava velikih unilamelarnih veziklov (LUV) 
 
Velike unilamelarne vezikle (ang. large unilamellar vesicles, LUV) smo pripravili tako, 
da smo 6 mg lipidov nepolarne faze, totalnih lipidov in kombinacij lipidov nepolarne in 
polarne faze celic Sf9 (70 % - 30 %, 50 % - 50 % ) odpipetirali v očiščene steklene 
bučke in jih 4 ure sušili na rotavaporju. Po sušenju smo dodali 600 µl pufra za vezikle in 
20–30 steklenih kroglic ter mešali na vibracijskem mešalu. S stekleno pipeto smo jih 
prenesli v plastične mikrocentrifugirke. Tako pripravljene MLV smo 8 x zapored 
zamrznili v tekočem dušiku in odtalili na 60 °C na termobloku ter 31 x ekstrudirali 
preko polikarbonatne membrane z velikostjo por 0,1 µm. 
3.2.8.2 Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
 
Pri površinski plazmonski resonanci (SPR) spremljamo interakcije bioloških molekul. 
Na površino senzorskega čipa, ki je sestavljen iz stekla in sloja zlata, vežemo ligand, kar 
so v našem primeru predstavljali LUV. S pomočjo mikrotekočinskega sistema smo čez 
senzorski čip z vezanim ligandom spuščali analit, torej izbrani protein. Ob vezavi 
analita na ligand se spremeni intenziteta odbite svetlobe pri določenem vpadnem kotu, 
kar zaznamo z detektorjem. 
Poskuse smo delali na aparatu Biacore T100. Čip L1 smo sprali s 40 mM oktil 
glukozidom (OG) za 60 sekund pri pretoku 10 µl/min. Na drugo pretočno celico (Fc 2) 
smo vezali posamezne LUV. Vezava je potekala 600 sekund pri pretoku 2 µl/min. Nato 
smo čez obe pretočni celici spustili 0,1 mg/ml BSA, da bi preprečili nespecifične 
vezave. Nanos je trajal 180 sekund pri pretoku 10 µl/min. Sledila je asociacija proteinov 
čez obe pretočni celici 90 sekund pri pretoku 10 µl/min in disociacija 180 sekund pri 
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istem pretoku. Po tem smo vezikle sprali s 40 mM OG in 0,5 % NaDS, oba smo 
nanašali 60 sekund pri pretoku 10 µl/min. Pred poskusom z drugo koncentracijo 
proteina oziroma z drugim proteinom smo vezikle sprali s čipa (OG in NaDS) in jih 
ponovno vezali na čip. 
Testirali smo vezavo egerolizinov na LUV iz totalnih lipidov celic Sf9, iz lipidov 100 % 
nepolarne faze celic Sf9 in iz razmerij lipidov nepolarne in polarne faze celic Sf9 (50 % 
- 50 % in 70 % - 30 %). LUV iz totalnih lipidov in LUV iz lipidov nepolarne in polarne 
faze v razmerju 50 % - 50 % celic smo nanesli v koncentraciji 0,75 mg/ml. LUV iz 
lipidov nepolarne in polarne faze v razmerju 70 % - 30 % pa v koncentraciji 0,5 mg/ml 
Za analit smo uporabili egerolizine OlyA, NigA2 in RahU v koncentraciji 5 µM.  
Pri poskusu z 2 µM OlyA in LUV iz različnih lipidov so bile uporabljene naslednje 
koncentracije LUV: 0,5 mg/ml za LUV iz totalnih lipidov, 1 mg/ml za LUV iz lipidov 
nepolarne faze in 4 mg/ml za LUV iz razmerij lipidov nepolarne in polarne faze 50 % - 
50 % in 70 % - 30 %. 
3.2.9 Tekočinska kromatografija v povezavi s tandemsko masno spektrometrijo z 
elektrorazpršilno ionizacijo (LC-ESI-MS/MS) in jedrska magentna resonanca 
(NMR) 
 
V laboratoriju za biorogansko kemijo Fakultete za fiziko Univerze v Trentu (Italija) so 
izvedli čiščenje in analizo lipidov nepolarne faze iz celic Sf9. 
Lipidi nepolarne faze so bili ločeni na SPE-aminopropil koloni (SPE-NH2). Dobljene 
frakcije so bile analizirane z jedrsko magnetno resonanco (NMR). Frakciji 4 in 5, za 
kateri je bilo ugotovljeno, da vsebujeta različne vrste CPE, sta bili ločeni glede na 
polarne glave z reverzno fazno tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (RP-HPLC) 
na Kinetex C18 koloni kot stacionarni in MeO/H2O in 12 mM amonijev acetat kot 
mobilni fazi. Tako dobljenih 17 frakcij (0–15 in Ref) in vsi lipidi nepolarne faze iz celic 




H NMR. Tekočinska kromatografija 
je potekala na koloni Kinetex TMC18. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
 
4.1 EKSTRAKCIJA LIPIDOV 
 
Za ekstrakcije lipidov smo uporabili različne količine začetnega materiala, iz katerih 
smo po protokolu za izolacijo lipidov (Seppo in sod., 2000) dobili lipide, ločene na dve 
fazi, nepolarno (spodnjo) in polarno (zgornjo) fazo (Preglednica 10). Količine topil, ki 
smo jih dodali k posameznim biomasam, so v prilogi (Priloga A). Razlog, da smo pri 
ekstrakciji dobili več polarnih kot nepolarnih lipidov, je v tem, da polarna faza poleg 
lipidov vsebuje tudi sladkorje, ki prispevajo k masi. 





lipidov iz nepolarne 
faze (mg) 
Količina izoliranih 
lipidov iz polarne faze 
(mg)  
Celice Sf9 7,028 57 147 
Ličinke 
koruznega hrošča 
0,450 5,74 15,14 
Eritrocitni duhki 4 ml 4 12 
Pseudomonas 
aeruginosa 
1,13 20,17 31,66 
Pseudomonas 
fluorescens 
1,12 6,37 8,48 
Bacillus cereus 1,86 20,86 41,74 
Salmonella 
enterica 
1,21 24,36 31,93 
Aspergillus 
brasiliensis 
0,310 0,840 7,56 
Aspergillus niger 0,320 0,570 4,8 
Aspergillus 
terreus 
0,293 0,270 3,33 
se nadaljuje 
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lipidov iz nepolarne 
faze (mg) 
Količina izoliranih 
lipidov iz polarne 
faze (mg)  
Saccharomyces 
cerevisae 
1,46 3,45 62,69 
Rhodotorula 
mucilaginosa 
2,71 6,58 24,57 
Rhizopus 
stolonifer 
1,47 5,8 45,31 
 
4.2 VEZAVA EGEROLIZINOV NA ŽUŽELČJE LIPIDE IZ NEPOLARNIH IN 
POLARNIH FAZ 
 
Pri tankoplastni kromatografiji smo ločevali lipide iz nepolarnih in polarnih faz 
žuželčjih celic Sf9 in ličink koruznega hrošča glede na njihovo polarnost. Izkazalo se je, 
da imata analizirana vzorca podoben profil lipidov. Testirali smo tudi standard CPE. 
Ločene lipide smo s plošče s silikagelom odtisnili na PVDF membrano, membrano 
inkubirali z izbranim egerolizinom in vezane egerolizine zaznali z imuno-
označevanjem. Ploščo s silikagelom smo po odtisu pobarvali še s primulinom ter z 
ninhidrinskim reagentom, ki je pobarval amino skupine lipidov. Kljub večjemu nanosu 
lipidov iz polarnih faz, so ti lipidi po barvanju s primulinom slabše vidni, saj ne 
nanašamo le lipidov, temveč tudi sladkorje, ki najverjetneje predstavljajo pretežni del 
mase. 
Iz predhodnih raziskav lahko sklepamo, da sta močneje obarvani lisi pri lipidih iz 
nepolarnih faz celic Sf9 in ličink koruznega hrošča PE in PC (Remžgar, 2016: 19, 
Sepčić, osebno sporočilo). 
Prenos far-eastern je pokazal vezavo vseh testiranih egerolizinov, OlyA, NigA2 in 
RahU, na lipide iz nepolarnih faz celic Sf9 in ličink koruznega hrošča (Slika 3, Slika 4, 
Slika 5). Verjetno so se vezali na CPE v vzorcih. Razlika med časoma potovanja lise, na 
katero se je vezal OlyA pri lipidih iz celic Sf9 in ličink koruznega hrošča, in standarda 
CPE je verjetno posledica različnih velikosti (različnih dolžin maščobnokislinske 
verige) standarda CPE in CPE v celicah Sf9 in ličinkah koruznega hrošča (Slika 3). Pri 
NigA2 (Slika 4) in RahU (Slika 5) čas potovanja lis ustreza času potovanja pri OlyA. 
Pri NigA2 lahko opazimo šibkejšo vezavo na lipide iz nepolarnih faz celic Sf9 in ličink 
koruznega hrošča. To se sklada z dosedanjimi poskusi, ki so pokazali vezavo NigA2 na 
celice Sf9. Vidna je bila vezava NigA2-mCherry na fiksirane celice Sf9, čeprav šibkejša 
v primerjavi z OlyA-mCherry (Novak, 2016: 72). Pokazana je bila tudi vezava NigA2 
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in OlyA na MLV, pripravljene iz lipidov iz nepolarne faze celic Sf9 (Remžgar, 2017: 
21). 
Vezavo na standard CPE smo zaznali samo pri OlyA (Slika 3). Omenjeno interakcijo so 
opisali že Bhat in sod. (2015). Pri NigA2 in RahU nismo videli vezave na standard CPE 
(Slika 4, Slika 5). Po podatkih iz literature se NigA2 veže na CPE:Hol, na sam CPE pa 
je vezava zelo šibka (Novak, 2016: 91). Mogoče vezave NigA2 in RahU na standard 
CPE nismo zaznali, ker je pod mejo detekcije prenosa far-eastern, lahko pa nam ni 
uspelo prenesti dovolj standarda CPE na PVDF membrano. 
Ninhidrinski reagent da vijolično obarvanje ob prisotnosti amino skupin. Z njim 
zaznavamo SM, CPE, PE in še nekatere druge lipide. Vidna je vezava ninhidrinskega 
reagenta na standard CPE, pri lipidih iz nepolarnih faz celic Sf9 in ličink koruznega 
hrošča močnejša lisa najverjetneje predstavlja PE, šibkejša lisa pa CPE. Čas potovanja 
slednjega ustreza lisi, na katero se vežejo egerolizini (Slika 3, Slika 4, Slika 5). 
Pri lipidih iz polarnih faz celic Sf9 in ličink koruznega hrošča ne vidimo vezave 
nobenega od treh egerolizinov (Slika 3, Slika 4, Slika 5). Polarna faza vsebuje bolj 
polarne lipide, npr. glikosfingolipide in lizo-PC. Pozitivno reakcijo z ninhidrinom smo 
najverjetneje dobili zaradi prisotnosti glikosfingolipidov z aminosladkorji (Helling in 
sod., 1991) (Slika 3, Slika 4, Slika 5). 
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Slika 3: Vezava proteina OlyA na lipide iz nepolarnih in polarnih faz celic Sf9, ličink koruznega hrošča in 
standard ceramid fosfoetanolamin (CPE), zaznana s prenosom far-eastern. A – Lipidi iz nepolarnih (na 
sliki zgoraj) in polarnih (na sliki spodaj) faz, ločeni s tankoplastno kromatografijo, pobarvani s 
primulinom in slikani pod UV-lučjo. B – Lipidi iz nepolarnih in polarnih faz, ločeni s tankoplastno 
kromatografijo in pobarvani z ninhidrinskim reagentom. Označeni lisi predstavljata CPE in 
fosfatidiletanolamin (PE). C – Vezava OlyA na lipide iz nepolarnih in polarnih faz, prenesene na PDVF 
membrano. Za ločevanje lipidov iz nepolarnih faz smo uporabili kloroform, metanol in 25 % raztopino 
amonijaka v razmerju 65 : 25 : 4, za ločevanje lipidov iz polarnih faz pa kloroform, metanol in 25 % 
raztopino amonijaka v razmerju 40 : 40 : 10.  
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Slika 4: Vezava proteina NigA2 na lipide iz nepolarnih in polarnih faz celic Sf9, ličink koruznega hrošča 
in standard ceramid fosfoetanolamin (CPE), zaznana s prenosom far-eastern. A – Lipidi iz nepolarnih (na 
sliki zgoraj) in polarnih (na sliki spodaj) faz, ločeni s tankoplastno kromatografijo, pobarvani s 
primulinom in slikani pod UV-lučjo. B – Lipidi iz nepolarnih in polarnih faz, ločeni s tankoplastno 
kromatografijo in pobarvani z ninhidrinskim reagentom. C – Vezava NigA2 na lipide iz nepolarnih in 
polarnih faz, prenesene na PDVF membrano. Za ločevanje lipidov iz nepolarnih faz smo uporabili 
kloroform, metanol in 25 % raztopino amonijaka v razmerju 65 : 25 : 4, za ločevanje lipidov iz polarnih 
faz pa kloroform, metanol in 25 % raztopino amonijaka v razmerju 40 : 40 : 10. 
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Slika 5: Vezava proteina RahU na lipide iz nepolarnih in polarnih faz celic Sf9, ličink koruznega hrošča 
in standard ceramid fosfoetanolamin (CPE), zaznana s prenosom far-eastern. A – Lipidi iz nepolarnih (na 
sliki zgoraj) in polarnih (na sliki spodaj) faz, ločeni s tankoplastno kromatografijo, pobarvani s 
primulinom in slikani pod UV-lučjo. B – Lipidi iz nepolarnih in polarnih faz, ločeni s tankoplastno 
kromatografijo in pobarvani z ninhidrinskim reagentom. C – Vezava RahU na lipide iz nepolarnih in 
polarnih faz, prenesene na PDVF membrano. Za ločevanje lipidov iz nepolarnih faz smo uporabili 
kloroform, metanol in 25 % raztopino amonijaka v razmerju 65 : 25 : 4, za ločevanje lipidov iz polarnih 
faz pa kloroform, metanol in 25 % raztopino amonijaka v razmerju 40 : 40 : 10. 
 
4.3 VEZAVA EGEROLIZINOV NA LIPIDE IZ NEPOLARNIH IN POLARNIH FAZ 
CELIC Sf9 IN ERITROCITNIH DUHKOV 
 
Test sedimentacije smo izvedli z MLV, pripravljenimi iz lipidov nepolarnih ali polarnih 
faz celic Sf9 in eritrocitnih duhkov. Če se je protein vezal na MLV, je na koncu poskusa 
ostal v sedimentu. To smo videli z NaDS-PAGE elektroforezo. 
Zaznali smo samo vezavo egerolizinov na MLV iz lipidov nepolarnih faz celic Sf9 in 
eritrocitnih duhkov. Pri celicah Sf9 je vidna vezava OlyA na MLV iz lipidov nepolarne 
faze, medtem ko je vezava NigA2 šibkejša (protein se nahaja v sedimentu in 
supernatantu), RahU pa se ni vezal (Error! Reference source not found.).  
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Eritrocitni duhki ne vsebujejo CPE temveč SM. Na MLV iz lipidov nepolarne faze 
eritrocitnih duhkov se je vezal le OlyA (Slika 7), saj se od vseh treh egerolizinov edini 
veže na lipide iz SM:Hol (Sepčić in sod., 2004; Tomita in sod., 2004; Bhat in sod., 
2013; Skočaj in sod., 2014). 
Pri prenosu far-eastern smo vezavo na lipide iz nepolarne faze Sf9 zaznali pri vseh treh 
egerolizinih. Vezava je bila najbolj očitna pri OlyA, najšibkejša pa pri NigA2 (Slika 3, 
Slika 4, Slika 5). 
Razlika med rezultati prenosa far-eastern in testa sedimentacije je najverjetneje 
posledica razlik v občutljivosti omenjenih metod. Zaradi narave prenosa far-eastern na 
PVDF membrano ne prenesemo vedno povsem enakih količin lipidov. Pri prenosu far-
eastern smo morda na PVDF membrano nanesli več lipidov in s tem več CPE, kot so ga 
vsebovali MLV pri testu sediementacije. Po drugi strani je lahko količina lipidov, 
prenesenih na PVDF membrano, manjša. Lipidi se na PVDF membrano tudi vežejo v 
drugačnem vzorcu, kot se razporedijo v vezikle pri testu sedimentacije MLV. S tem deli 
lipidov, ki so odgovorni za vezavo egerolizinov, pri omenjenih poskusih niso enako 
izpostavljeni, kar lahko vpliva na vezavo egerolizinov. 
Omenjena dejstva so lahko privedla do razlik med detekcijama prenosa far-eastern in 
testa sedimentacije. S tem lahko raložimo, zakaj smo s prenosom far-eastern zaznali 
vezavo RahU, s testom sedimentacije MLV pa ne. 
S testom sedimentacije so vidne lise tako pri vzorcih sedimentov kot tudi supernatantov 
iz lipidov nepolarnih in polarnih faz Sf9 in eritrocitnih duhkov (Slika 6, Slika 7). Kar je 
verjetno posledica eksperimentalne napake med ločevanjem sedimenta od supernatanta, 
ki se je odrazila v nepopolni ločitvi sedimenta in supernatanta. Praviloma pa je ena od 
obeh lis, torej lisa sedimenta oziroma supernatanta, močnejša in nam zato test 
sedimentacije da rezultate, ki niso kvantitativni, nam pa služijo za grobo orientacijo. 
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Slika 6: Vezava egerolizinov OlyA, NigA2 in RahU na multilamelarne vezikle, pripravljene iz lipidov 
nepolarne in polarne faze celic Sf9. se – sediment, su – supernatant 
 
 
Slika 7: Vezava egerolizinov OlyA, NigA2 in RahU na multilamelarne vezikle, pripravljene iz lipidov 
nepolarne in polarne faze celic eritrocitnih duhkov. se – sediment, su – supernatant 
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4.4 VPLIV RAZMERJA LIPIDOV IZ POLARNE IN NEPOLARNE FAZE 
ŽUŽELČJIH CELIC NA VEZAVO EGEROLIZINOV 
 
Pokazano je bilo, da je permeabilizacija veziklov z OlyA in PlyB večja, če so vezikli 
vsebovali lipide iz nepolarne in polarne faze Sf9 v razmerju 50 % - 50 %, kot če so bili 
vezikli sestavljeni izključno iz nepolarne faze (Remžgar, 2016: 26). Z uporabo različnih 
metod smo zato želeli analizirati, če povečevanje deleža lipidov iz polarne faze in 
zmanjševanje deleža lipidov iz nepolarne faze vpliva na vezavo egerolizinov. 
4.4.1 Točkovni nanos lipidov 
 
Najprej smo s točkovnim nanosom lipidov testirali vezavo egerolizinov na lipide iz 100 
% nepolarne faze, na lipide iz nepolarne in polarne faze v različnih razmerjih (90 % - 10 
%, 80 % - 20 %, 70 % - 30 %, 60 % - 40 %, 50 % - 50 %), na lipide iz 100 % polarne 
faze in totalne lipide iz celic Sf9 (Slika 8). OlyA-mCherry se je vezal na lipide iz 100 % 
nepolarne faze, na lipide iz vseh kombinacij nepolarne in polarne faze in na totalne 
lipide, ni se pa vezal na lipide iz 100 % polarne faze. Najmočnejši signal smo dobili pri 
totalnih lipidih. NigA2m-Cherry se ni vezal na lipide iz nobene posamezne faze, 
mešanice faz ali totalne lipide. RahU pa se je šibko vezal na lipide iz nepolarne faze in 
totalne lipide. Razlog, da signala vezave NigA2 ne vidimo in da je ta pri RahU zelo 
šibek, je mogoče v vezavi lipidov na nitrocelulozno membrano, saj se ta najverjetneje 
razlikuje od vezave lipidov na membrano PVDF. Posledično bi lahko bili deli lipidov, 
ki so tarča omenjenih egerolizinov, manj izpostavljeni, zato ne moremo zaznati 
morebitnih šibkejših interakcij NigA2 in RahU z lipidi iz celic Sf9.  
 
Slika 8: Vezava OlyA-mCherry, NigA2-mCherry in RahU na lipide iz nepolarne in polarne faze celic Sf9 
v različnih razmerjih ter na totalne lipide celic Sf9. OlyA-mCherry in NigA2-mCherry – slikano pod lupo 
s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. RahU – po imuno-označevanju slikano pod vidno svetlobo. 
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4.4.2 Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
 
Vezavo treh egerolizinov na lipide iz celic Sf9 smo testirali tudi s površinsko 
plazmonsko resonanco (Slike 9, 10 in 11). Na čip L1smo vezali LUV iz totalnih lipidov 
in lipidov iz nepolarne in polarne faze celic Sf9 v razmerjih 70 % - 30 % in 50 % - 50 
%. Prikazani senzorgrami (z izjemo prvega, ki je reprezentativen potek cikla (Slika 9)) 
predstavljajo odziv druge pretočne celice z odštetim odzivom prve pretočne celice (Fc2 
– Fc1). Prva pretočna celica namreč predstavlja nespecifično vezavo proteina na čip. Na 
začetku vidimo dvig krivulje zaradi pretoka pufra čez čip (Slika 9). Ob času 0 so se 
začeli vezati LUV. Nato je prikazana vezava proteina na LUV. Sledi disociacija 
proteina in spiranje veziklov s čipa z detergontoma OG in NaDS. 
Vezavo OlyA smo videli pri vseh testiranih LUV (totalni lipidi, lipidi iz nepolarne in 
polarne faze v razmerjih 70 % - 30 % in 50 % - 50 %. ), NigA2 in RahU pa se nista 
vezala (Slika 10). Verjetno lahko razlog, da šibkejših vezav, kot je to v primerih NigA2 
in RahU, nismo zaznali, ponovno pripišemo uporabi lipidnih veziklov. V vezikle se 
namreč razporedijo lipidi drugače kot na PVDF membrane pri prenosu far-eastern, kar 
mogoče privede do razlik v izpostavljenosti delov lipidov, ki so odgovorni za vezavo. 
Pokazana je bila vezava NigA2-mCherry na fiksirane celice Sf9 (Novak, 2016: 72). 
Razlog, da mi vezave NigA2 na LUV iz totalnih lipidov Sf9 nismo zaznali, je verjetno 
tudi, da se lipidi v vezikle ne razporedijo z asimetrijo, ki je prisotna v celicah in h kateri 
prispevajo tudi druge molekule, predvsem proteini. 
Pri primerjavi vezave OlyA v 2 µM koncentraciji na različne LUV je bil odgovor 
največji pri LUV iz totalnih lipidov Sf9, po jakosti je nato sledil odgovor lipidov 
nepolarne faze, nato kombinacija lipidov nepolarne in polarne faze v razmerju 70 % - 
30 %, najmanjši odgovor pa smo dobili pri kombinaciji lipidov nepolarne in polarne 
faze v razmerju 50 % - 50 % (Slika 11). 
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Slika 9: Reprezentativni potek meritve s površinsko plazmonsko resonanco. Vezava na drugo celico 
(Flow cell 2). Primer cikla pri poskusu. Začetni dvig krivulje je posledica pretoka pufra čez čip. Čas 0 
predstavlja začetek vezave LUV na čip. Pri 1100 sekundah pa je prikazana vezava proteina na LUV. Sledi 
disociacija proteina in spiranje veziklov s čipa z detergontoma oktilglukozidfom (OG) in natrijev 
dodecilsulfatom (NaDS). 
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Slika 10: Vezava OlyA, NigA2 in RahU v koncentraciji 5 µM na LUV  iz totalnih lipidov celic Sf9 ter 
lipidov iz nepolarne in polarne faze celic Sf9 v razmerjih 70 % - 30 % in 50 % - 50 %. 
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Slika 11: Vezava OlyA v koncentraciji 2 µM na LUV iz totalnih lipidov celic Sf9, lipidov iz 100 % 
nepolarne faze celic Sf9 ter lipidov iz nepolarne in polarne faze celic Sf9 v razmerjih 70 % - 30 % in 50 
% - 50 %. 
 
4.4.3. Test permeabilizacije s kalceinom napolnjenih majhnih unilamelarnih 
veziklov (SUV) 
 
S testom permeabilizacije s kalceinom napolnjenih SUV smo dodatno analizirali vpliv 
različnih razmerij lipidov nepolarne in polarne faze celic Sf9 na permeabilizacijo 
veziklov z OlyA in s proteinom z domeno MACPF, PlyB. Uporabili smo različne 
koncentracije egerolizina OlyA (od 50 µg/ml do 0 µg/ml) in pripadajočo koncentracijo 
PlyB (4 µg/ml do 0 µg/ml). OlyA in PlyB sta bila v stalnem masnem razmerju 12,5 : 1. 
Testirali smo SUV iz totalnih lipidov celic Sf9, lipidov iz 100 % nepolarne faze celic 
Sf9, lipidov iz nepolarne in polarne faze celic Sf9 v razmerjih 50 % - 50 % in 70 % - 30 
% ter SM:Hol (molarno razmerje 1:1). Rezultati permeabilizacije s kalceinom 
napolnjenih SUV iz posameznih vzorcev so prikazani na Sliki 12 in v prilogah (Priloga 
B, Priloga C, Priloga D, Priloga E, Priloga F). SUV iz SM in Hol v molarnem razmerju 
1:1, ki so služili kot pozitivna kontrola, so se pokazali za najbolj občutljive, saj smo 
permeabilizacijo veziklov zaznali vse od koncentracije OlyA 0,78125 µg/ml in PlyB 
0,0625 µg/ml. Sledili so vezikli iz totalnih lipidov, pri katerih je permeabilizacija 
potekla od OlyA 3,125 µg/ml in PlyB 0,25 µg/ml ter lipidov iz 100 % nepolarne faze 
(permeabilizacija od koncentracije OlyA 6,25 µg/ml in PlyB 0,5 µg/ml), kar je v skladu 
z rezultati SPR. Manjšo občutljivost so pokazali SUV iz lipidov iz nepolarne in polarne 
faze v razmerjih 50 % - 50 % in 70 % - 30 %. Pri obeh sta OlyA in PlyB 
permeabilizirala vezikle od koncentracije OlyA 12,5 µg/ml in PlyB 1 µg/ml.  
Občutljivost na permeabilizacijo lipidov iz nepolarne in polarne faze celic Sf9 v 
razmerjih 70 % - 30 % in 50 % - 50 % se pri testu permeabilizacije s kalceinom 
napolnjenih veziklov razlikuje od poskusa s SPR, saj smo pri testu sproščanja s 
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kalceinom napolnjenih veziklov videli nekoliko večjo občutljivost za permeabilizacijo z 
OlyA in PlyB pri veziklih iz lipidov iz nepolarne in polarne faze v razmerju 50 % - 50 
% kot pri veziklih iz lipidov iz nepolarne in polarne faze 70 % - 30 %. Mogoče je razlog 
v tem eksperimentalna napaka. Da bi se slednji izognili, bi bilo smiselno testiranje še 
lipidov iz nepolarne in polarne faze v razmerjih 60 % - 40 % in 80 % - 20 %.  
Pri obeh poskusih, testu permeabilizacije kalceinskih veziklov in SPR, pa smo dobili 
največji odgovor vezave OlyA oziroma permeabilizacije z OlyA in PlyB pri veziklih iz 
totalnih lipidov, ki so jim sledili vezikli iz lipidov iz 100 % nepolarne faze. 
Vezave OlyA na lipide iz 100 % nepolarne faze, lipide iz nepolarne in polarne faze v 
različnih razmerjih (90 % - 10 %, 80 % - 20 %, 70 % - 30 %, 60 % - 40 %, 50 % - 50 
%), na lipide iz 100 % polarne faze in totalne lipide iz celic Sf9, ki smo jo testirali s 
točkovnim nanosom lipidov (Slika 8), ne moremo opredeliti po jakosti. Nekoliko večji 
signal se zdi pri vezavi OlyA na totalne lipide celic Sf9. 
Mogoče je boljša vezava na totalne lipide posledica bolj biološkega razmerja in 
razporejanja lipidov v vzorcu. Ostali rezultati pa (z izjemo pri testu permeabilizacije 
veziklov, ko so se za bolj občutljive pokazali vezikli iz lipidov nepolarne in polarne faze 
v razmerju 50 % - 50 % kot vezikli iz lipidov nepolarne in polarne faze v razmerju 70 % 
- 30 %) napeljujejo k dejstvu, da so za vezavo egerolizinov na lipide iz celic Sf9 ključne 
tarče, prisotne med lipidi v nepolarni fazi. 
 
Slika 12: Odstotek sproščenega kalceina za posamezne SUV, izračunan po enačbi 1. LUV iz SM:Hol 
(molarno razmerje 1:1), totalnih lipidov, lipidov iz 100 % nepolarne faze, lipidov iz nepolarne in polarne 
faze (70 % - 30 %) ter nepolarne in polarne faze (50 % - 50 %) celic Sf9. 
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4.5 EGEROLIZINI VEŽEJO RAZLIČNE ZVRSTI CPE 
 
V Laboratoriju za bioorgansko kemijo Fakultete za fiziko Univerze v Trentu (Italija) so 
izvedli separacijo in analizo lipidnih ekstraktov z LC-ESI-MS/MS in NMR. Analizirali 
so lipide iz nepolarne in polarne faze ter totalne lipide celic Sf9. V totalnem lipidnem 
ekstraktu vidimo celoten spekter lipidov celic Sf9 (Error! Reference source not 
found.). Rezultati so potrdili učinkovitost ekstrakcije in jasno ločitev na polarne 
(zgornja faza) in nepolarne (spodnja faza) lipide v primeru izolacije lipidov po 
protokolu Seppo in sod., (2000). Z 31P in 1H NMR so bili analizirani tudi lipidi iz 
nepolarne faze celic Sf9 (Priloga H). Ugotovili smo, da med lipidi iz te faze 
prevladujeta PE in PC. Tem po količini sledijo CPE, SM, PI in nato lizoPC. Med lipidi 
iz polarne faze pa prevladuje lizo-PC.  
Lipidi iz nepolarne faze so bili ločeni na koloni SPE-NH2. Pridobljeni frakciji 4 in 5, za 
kateri je analiza z NMR pokazala, da vsebujeta CPE zvrsti, smo nadalje ločili glede na 
polarne glave na HPLC koloni (Priloga I). S točkovnim nanosom lipidov smo analizirali 
vezavo OlyA-mCherry, NigA2-mCherry in RahU na posamezne frakcije (vrhovi 0–15 
in Ref. – mobilna faza pri HPLC brez vsebnosti preučevanih lipidov), ki smo jih dobili 
po ločitvi. Različne frakcije so vsebovale CPE z različno dolgimi maščobnokislinskimi 
ostanki, in sicer od 36 do 40 C-atomov (  
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V naših poskusih smo potrdili vezavo vseh treh egerolizinov na lipide iz celic Sf9, 
natančneje na različne zvrsti CPE (Preglednica 9 in Slika 13). Ugotovili smo, da, čeprav 
vsi trije proteini sodijo v isto družino, niso pokazali vezave na iste vrhove. Tako se je 
OlyA-mCherry vezal na vrhove 1, 3, 4, 8, 11, 13, NigA2-mCherry na vrhove 8, 9, 10, 
11, RahU pa na vrhove 3, 8, 9, in 13. 
Vsem je skupna vezava na vrh 8, ki vsebujejo CPE. Čeprav je vezava egerolizinov v 
večini primerov sovpadala s prisotnostjo CPE v posameznih frakcijah, pa smo pokazali 
tudi vezavo na vrhove, ki ne vsebujejo CPE. Tako je na primer vidna zelo šibka vezava 
OlyA-mCherry na vrh 1, ki najverjetneje ni biološko pomembna. Vidna pa je vezava 
OlyA-mCherry in NigA2-mCherry na vrh 11. Vrh 11 vsebuje lipida PC in PE, ki pa pri 
točkovnem nanosu komercialnih lipidov z NigA2 nista kazala vezave (Slika 14). 
Mogoče gre pri tem za razliko med zvrstmi komercialnih lipidov PC in PE in lipidov, 
prisotnih v vzorcu, prav tako pa med testiranjem lipidnih standardov nismo testirali 
vezave na lipidno mešanico iz PC in PE. 
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Preglednica 12: Vsebnost lipidov za vrhove od 0 do 15, zvrsti CPE v posameznih vrhovih in označene 
vezave egerolizinov za vsak vrh (Priloga I, Slika 13). PC – fosfatidilholin, PE – fosfatidiletanolamin, CPE 
– ceramid fosfatidiletanolamin, SM – sfingomielin. 
Vrh Lipidi Zvrst CPE Vezava OlyA Vezava NigA2 Vezava RahU 
0 PC     
1 PE, PC  +   
2 PC, PE, CPE 36:1   + 
3 PC, CPE, PE, SM 36:1 +   
4 PE, PC, SM, CPE 36:1 
36:0 
+   
5 PE, PC     
6 PC, PE     
7 PC, PE, SM, CPE 38:1    
8 CPE, PC, SM, PE 38:1 + + + 
9 PE, PC, SM, PE, CPE 38:1 
38:0 
 + + 
10 PE, PC, SM, CPE 38:0  +  
11 PC, PE  + +  
12 PC, PE     
13 PC, PE, CPE, SM 40:1 +  + 
14 PE, PC, SM, CPE 40:1    
15 PC, PE, SM     
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Slika 13: Vezava OlyA-mCherry, NigA2-mCherry in RahU na različne vrhove dobljene po ločitvi lipidov 
nepolarne faze celic Sf9 po polarnih glavah na HPLC koloni, zaznana s točkovnim nanosom lipidov. 
Številke 0–15 označujejo posamezne vrhove. Z okvirjem so označene frakcije, kjer je vidna vezava. 
OlyA-mCherry in NigA-2mCherry – slikano pod lupo s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. RahU 
– po imuno-označevanju slikano pod vidno svetlobo. 
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4.5 VEZAVA EGEROLIZINOV NA KOMERCIALNE LIPIDE IN MEŠANICE 
 
Vezavo na komercialne lipide in mešanice smo testirali v podporo analiz LC-ESI-
MS/MS in NMR, ki sta pokazali, da so v posameznih frakcijah (vrhovi 0–15 in Ref.) 
poleg CPE prisotni tudi drugi lipidi. Želeli smo pokazati, da je za vezavo egerolizinov 
res odgovoren CPE in da se ta vezava močno ojača ob dodatku Hol, kot so to za OlyA 
že pokazali Bhat in sod. (2015) ter Novak za NigA2 (2016: 91). Uporabili smo različne 
lipidne standarde samostojno ali jih kombinirali s holesterolom v molarnem razmerju 
1:1 in s točkovnim nanosom spremljali vezavo egerolizinov. 
Rezultati vezave točkovnega nanosa OlyA-mCherry in NigA2-mCherry na sam CPE so 
v skladu z rezultati prenosa far-eastern, kjer se je OlyA vezal na standard CPE, NigA2 
pa ne. Pri RahU pa za razliko od prenosa far-eastern pri točkovnem nanosu vidimo rahlo 
vezavo. Mogoče vezave s prenosom far-eastern nismo zaznali, ker je bila pod mejo 
detekcije metode. 
Na kombinacijo CPE:hol (molarno razmerje 1:1) so se vezali vsi trije egerolizini, kar je 
v skladu s podatki iz literature (Bhat in sod., 2015; Novak, 2016:91; E. Kočar, osebno 
sporočilo).  
Na kombinacijo SM:Hol (molarno razmerje 1:1) se je vezal le OlyA-mCherry. Podoben 
rezultat smo dobili tudi pri testu sedimentacije MLV, kjer se je na MLV iz lipidov iz 
nepolarne faze eritrocitnih duhkov vezal le OlyA (Slika 7). Eritrocitni duhki ne 
vsebujejo CPE, temveč SM, na katerega se v kombinaciji s Hol veže OlyA (Sepčić in 
sod., 2004; Tomita in sod., 2004; Bhat in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014), čeprav v 
manjši meri kot na CPE v kombinaciji s Hol (Bhat in sod., 2015) (Slika 14). 
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Slika 14: Vezava egerolizinov OlyA-mCherry, NigA2-mCherry in RahU na komercialne lipide in 
mešanice (molarno razmerje 1:1), zaznana s točkovnim nanosom lipidov. OlyA-mCherry, NigA2-
mCherry – slikano pod lupo s filtrom za fluorescenčni protein mCherry. RahU – po imuno-označevanju 
slikano pod vidno svetlobo. 
4.6 VEZAVA EGEROLIZINOV NA LIPIDE IZ POLARNIH IN NEPOLARNIH FAZ 
NITASTIH GLIV, KVASOVK, IN BAKTERIJ 
 
S točkovnim nanosom lipidov smo opravili raziskavo vezave egerolizinov na lipidne 
ekstrakte iz različnih organizmov. Testirali smo vezavo na kvasovke (R. mucilaginosa, 
S. cerevisae), nitaste glive (A. niger, A. terreus, A. brasiliensis, R. stolonifer) in 
bakterije (P. aeruginosa, P. fluorescens, B. cereus, S. enterica). 
OlyA-mCherry in NigA2-mCherry se vežeta na lipide iz nepolarnih faz A. terreus, R. 
stolonifer, R. mucilaginosa in S. Cerevisae (Slika 15, Slika 16, Slika 17, Slika 18). 
RahU se je vezal na lipide iz nepolarne faze A. brasiliensis, A.niger, A. terreus in na 
lipide iz polarnih faz A. brasiliensis in A. terreus (Slika 19). Iz rezultatov točkovnega 
nanosa lipidov lahko vidimo, da so se trije egerolizini v podobnem vzorcu vezali na 
lipide iz nepolarnih faz pri kvasovkah in filamentoznih glivah, z izjemo Aspergillus 
spp., kjer je vezava vidna pri lipidih iz nepolarne in polarne faze lipidov, kar bi lahko 
bila posledica kontaminacije lipidov iz polarne faze z lipidi iz nepolarne faze. Glivi A. 
niger in S. cerevisae vsebujeta sfingolipid inozitol fosforilceramid (CPI) (Cowart in 
Obeid, 2007, Becker in Lester 1980). Prav tako vemo, da ergosterol, analog holesterola 
pri glivah, v prisotnosti CPE ne ovira vezave egerolizinov, kot je bilo pokazano za 
nekatere druge sterole (Bhat in sod., 2015). Čeprav je bilo pokazano, da EryA-EGFP ne 
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veže ciklične oblike T. brucei, ki se nahaja v črevesju muhe CC in vsebuje CPI (Bhat in 
sod., 2015), bi bilo smiselno testirati še vezavo drugih egerolizinov na CPI. 
Vezavo Oly-AmCherry in NigA2-mCherry smo zaznali pri lipidih iz polarnih faz 
bakterij S. enterica, B. cereus in P. aeruginosa. RahU se je vezal na lipide iz polarne 
faze P. aeruginosa (Slika 15, Slika 16, Slika 17, Slika 18, Slika 19).Vsi trije egerolizini 
so pokazali vezavo na lipide iz polarnih faz bakterij. Pri bakterijah imajo torej 
egerolizini verjetno drugačne tarče. Po Gramu negativne bakterije vsebujejo 
lipopolisaharide kot komponente zunanje membrane, ki jih pri nekaterih rodovih 
nadomeščajo glikosfingolipidi (Kawasaki in sod., 1994). Med po Gramu negativne 
bakterije uvrščamo tudi P. aeruginosa, P. fluorescens in S. enterica, B. cereus pa je po 
Gramu pozitivna bakterija, za katero vsebnost lipopolisaharidov oziroma 
glikosfingolipidov ni bila pokazana. Med poskusi s točkovnim nanosom lipidov smo 
najmočnejši signal vezave dobili pri P. aeruginosa. Čeprav smo pri ostalih testiranih 
tako po Gramu negativnih bakterijah kot tudi pri po Gramu pozitivni B. cereus dobili 
šibek signal, bi mogoče bilo potrebno opraviti dodatne teste vezave egerolizinov na 
lipopolisaharide, izolirane iz bakterij, da bi vezavo dokončno potrdili. 
Za bakterijo Porphyromonas gingivalis je bilo pokazano, da veže EryA (H. 
Munjaković, osebno sporočilo). Znano je tudi, da omenjena bakterija, ki je povzročitelj 
paradontoze, vsebuje CPE (G. Guella, osebno sporočilo). Za rodove bakterij, ki smo jih 
uporabili pri testiranju vezave, pa vsebnost CPE ni bila pokazana. 
Iz literature je znano, da bakterije le izjemoma sintetizirajo sterole. Čeprav so 
sfingolipidi med bakterijami bolj razširjeni od sterolov, do sedaj še ni bilo pokazano, da 
bi bakterije sintetizirale ene in druge (Hannich in sod., 2011), kar bi lahko bil razlog, da 
se egerolizini niso vezali na lipide iz nepolarnih faz bakterij. 
 
Slika 15: Vezava OlyA-mCherry na različne količine lipidov iz nepolarnih faz nitastih gliv (A. 
brasiliensis, A. niger, A. terreus, R. stolonifer), kvasovk (R. mucilaginosa, S. cerevisae) in bakterij (S. 
enterica, B. terreus, P. fluorescens, P. aeruginosa), zaznana s točkovnim nanosom lipidov. Slikano s 
pomočjo filtra za fluorescenčni protein mCherry. Levo so označene količine nanesenih lipidov: 2 µg, 6 µg 
in 26 µg. 
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Slika 16: Vezava OlyA-mCherry na različne količine lipidov iz polarnih faz nitastih gliv (A. brasiliensis, 
A. niger, A. terreus, R. stolonifer), kvasovk (R. mucilaginosa, S. cerevisae) in bakterij (S. enterica, B. 
terreus, P. fluorescens, P. aeruginosa), zaznana s točkovnim nanosom lipidov. Slikano s pomočjo filtra 
za fluorescenčni protein mCherry. Levo so označene količine nanesenih lipidov: 4,8 µg, 24 µg in 120 µg. 
 
Slika 17: Vezava NigA2-mCherry na različne količine lipidov iz nepolarnih faz nitastih gliv (A. 
brasiliensis, A. niger, A. terreus, R. stolonifer), kvasovk (R. mucilaginosa, S. cerevisae) in bakterij (S. 
enterica, B. terreus, P. fluorescens, P. aeruginosa), zaznana s točkovnim nanosom lipidov. Slikano s 
pomočjo filtra za fluorescenčni protein mCherry. Levo so označene količine nanesenih lipidov: 2 µg, 6 µg 
in 26 µg. 
 
Slika 18: Vezava NigA2-mCherry na različne količine lipidov iz polarnih faz nitastih gliv (A. brasiliensis, 
A. niger, A. terreus, R. stolonifer), kvasovk (R. mucilaginosa, S. cerevisae) in bakterij (S. enterica, B. 
terreus, P. fluorescens, P. aeruginosa), zaznana s točkovnim nanosom lipidov. Slikano s pomočjo filtra 
za fluorescenčni protein mCherry. Levo so označene količine nanesenih lipidov: 4,8 µg, 24 µg in 120 µg. 
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Slika 19: Vezava RahU na lipide iz nepolarnih in polarnih faz nitastih gliv (A. brasiliensis, A. niger, A. 
terreus, R. stolonifer), kvasovk (R. mucilaginosa, S. cerevisae) in bakterij (S. enterica, B. terreus, P. 
fluorescens, P. aeruginosa), zaznana s točkovnim nanosom lipidov. Po imuno-označevanju slikano pod 
vidno svetlobo. Količina nanesenih lipidov iz A. brasiliensis, A. niger, A. terreus, R. stolonifer, R. 
mucilaginosa, S. cerevisae – 26 µg lipidov nepolarne faze in 120 µg lipidov polarne faze ter 30 µg lipidov 
polarne faze in 120 µg lipidov nepolarne faze iz S. enterica, B. terreus, P. fluorescens, P. aeruginosa. 
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 Pri ekstrakciji lipidov po protokolu Seppo in sod. (2000) smo dobili lipide, 
ločene na polarno in nepolarno fazo. Med lipidi iz nepolarne faze žuželčjih celic 
Sf9 prevladujeta PE in PC. Tem po količini sledijo CPE, SM, PI in nato lizoPC. 
Med lipidi iz polarne faze celic Sf9 pa prevladuje lizo-PC.  
 
 Vezava rekombinantnih egerolizinov na lipide iz žuželčjih celic Sf9 in ličink 
koruznega hrošča je potekla z lipidi iz nepolarne faze, natančneje s CPE. 
 
 Najmočnejšo vezavo na lipide iz žuželčjih celic Sf9 smo pri različnih poskusih 
dobili z egerolizinom OlyA, medtem ko smo pri NigA2 in RahU dobili šibkejše 
ali nobene vezave. 
 
 Pokazali smo, da povečevanje deleža lipidov iz polarne faze in zmanjševanje 
deleža lipidov iz nepolarne faze žuželčjih celic Sf9 ne ojača vezave 
rekombinantih egerolizinov, in s tem potrdili, da so za vezavo potrebni lipidi iz 
nepolarne faze. Pri testu permeabilizacije s kalceinom napolnjenih veziklov smo 
dobili manjšo občutljivost na permeabilizacijo z OlyA in PlyB pri veziklih iz 
lipidov nepolarne in polarne faze pri razmerju 70 % - 30 % kot pri lipidih iz 
nepolarne in polarne faze v razmerju 50 % - 50 %, kar mogoče lahko pripišemo 
eksperimentalni napaki. 
 
 Trije egerolizini so pokazali različne vzorce vezave na različne zvrsti CPE. 
 
 Rekombinatni egerolizini so se v podobnem vzorcu vezali na lipide iz 
nepolarnih faz kvasovk in nitastih gliv ter na lipide iz polarnih faz bakterij. To 
najverjetneje pomeni, da obstajajo nove membranske tarče poleg že poznanih. 
Za njihovo določitev so potrebni nadaljni poskusi. 
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Egerolizinska družina proteinov združuje več kot 350 proteinov iz več kot 77 vrst 
različnih organizmov. So beta strukturirani in sestavljeni iz ene domene. Ena izmed 
njihovih skupnih lastnosti je interakcija z lipidi. V magistrski nalogi smo se posvetili 
iskanju morebitnih novih membranskih tarč treh egerolizinov, ostreolizina A (OlyA) iz 
Pleurotus ostreatus, nigerolizina A2 (NigA2) iz nitaste glive Aspergillus niger in RahU 
iz bakterije Pseudomonas aeruginosa. Zanimalo nas je, če so si njihove vezavne 
lastnosti na lipide med seboj podobne, tudi z namenom boljšega razumevanja biološke 
vloge egerolizinov. 
Iz izbranih organizmov žuželk, sesalcev, bakterij, kvasovk in nitastih gliv smo izolirali 
lipide po metodi Seppo in sod. (2000) in dobili lipide, razdeljene na dve fazi: spodnjo, 
ki je vsebovala nepolarne lipide, in zgornjo, ki je vsebovala bolj polarne lipide. Največ 
raziskav vezave omenjenih egerolizinov je bilo v sklopu magistrske naloge opravljenih 
na žuželčjih celicah Spodoptera furgiperda (Sf9), iz katerih smo ekstrahirali tudi totalne 
lipide.  
Z lipidi, izoliranimi iz celic Sf9 in ličink koruznega hrošča, smo opravili tankoplastno 
kromatografijo in prenos na PVDF membrano ter testirali vezavo treh egerolizinov 
(prenos far-eastern). Ugotovili smo, da so se egerolizini najverjetneje vezali na CPE, ki 
je znana vezavna tarča egerolizinov in se nahaja med lipidi iz nepolarne faze. 
S točkovnim nanosom lipidov smo analizirali vpliv spreminjanja razmerja lipidov iz 
nepolarne in polarne faze ter totalnih lipidov iz celic Sf9 na vezavo OlyA-mCherry, 
NigA2-mCherry in RahU. Z egerolizinom OlyA-mCherry smo dobili močan odgovor 
pri vezavi na totalne lipide, lipide iz 100 % nepolarne faze ter lipide iz polarne in 
nepolarne faze v različnih razmerjih (90 % - 10 %, 80 % - 20 %, 70 % - 30 %, 60 % - 40 
%, 50 % - 50 %), medtem ko pri lipidih iz 100 % polarne faze nismo dobili odgovora. 
NigA2-mCherry ni kazal vezave, pri RahU pa smo komaj zaznavno vezavo dobili na 
totalne lipide in lipide iz nepolarne faze. Podobne rezultate, ki nakazujejo k 
pomembnosti lipidov iz nepolarne faze za vezavo egerolizinov, smo dobili tudi pri testu 
sedimentacije, kjer pa smo zaznali vezavo NigA2, ne pa tudi RahU. Z omenjenim 
testom smo testirali tudi vezavo egerolizinov na eritrocitne duhke (prevladujoči 
sfingolipid je pri teh sfingomielin), na katere se je po pričakovanjih vezal le OlyA. S 
testom permeabilizacije s kalceinom napolnjenih veziklov smo z OlyA in proteinom z 
MACPF domeno, PlyB, ponovno dobili jakosti permeabilizacije, sorazmerne z deležem 
lipidov iz nepolarne faze, in največji signal dobili pri totalnih lipidih. Rezultati 
površinske plazmonske resonance so pri OlyA in veziklih iz lipidov iz nepolarne in 
polarne faze v različnih razmerjih ter totalnimi lipidi dali podobne rezultate, medtem ko 
NigA2 in RahU nista kazala vezave. Ugotovili smo torej, da so za vezavo egerolizinov 
ključni lipidi iz nepolarne faze, vendar pride v primeru totalnih lipidov do najmočnejše 
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vezave. Pri vseh testih se je najmočneje vezal OlyA, pri NigA2 in RahU pa so v 
primerih, ko smo vezave dobili, te bile veliko šibkejše. 





H NMR je pokazala, da med lipidi iz nepolarne faze žuželčjih 
celic Sf9 prevladujeta PE in PC. Tem po količini sledijo CPE, SM in nato lizoPC. 
S točkovnim nanosom lipidov smo analizirali vezavo OlyA-mCherry, NigA2-mCherry 
in RahU na posamezne frakcije (vrhovi 0–15 in Ref), ki smo jih dobili po ločitvi lipidov 
iz nepolarne faze celic Sf9 po polarnih glavah. Različne frakcije so vsebovale CPE z 
različno dolgimi maščobnokislinskimi ostanki, in sicer od 36 do 40 C-atomov. Vezava 
egerolizinov je v večini primerov sovpadala s prisotnostjo CPE v posameznih frakcijah. 
Izbrani egerolizini niso kazali enake vezave na različne zvrsti CPE.  
S točkovnim nanosom lipidov smo testirali vezavo izbranih rekombinantnih 
egerolizinov na lipide, izolirane iz kvasovk, nitastih gliv in bakterij. Ugotovili smo, da 
so se vezali v podobnem vzorcu, in sicer na lipide iz nepolarnih faz kvasovk in nitastih 
gliv ter na lipide iz polarnih faz bakterij. Tarče, odgovorne za te vezave, bi bilo 
potrebno nadalje preučiti. 
  
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 





 Abeytunga, D. T. U., Glick, J. J., Gibson, N. J., Oland, L. A., Somogyi, A., Wysocki, V. 
 H. 2004. Presence of unsaturated sphingomyelins and changes in their 
 composition during the life cycle of the moth Manduca sexta. Journal of Lipid 
 Research, 45: 1221–1231 
 
de Almeida, R. F. M., Fedorov, A., Prieto, M. 2003. 
 Sphingomyelin/phosphatidylcholine/cholesterol phase diagram: boundaries and 
 composition of lipid lafts. Biophysical Journal, 85: 2406–2416 
 
Anderluh, G., Kisovec, M., Kraševec, N., Gilbert, R. J. C. 2014. Distribution of 
 MACPF/CDC proteins. MACPF/CDC proteins - agents of defence, attack and 
 invasion. Anderluh, G., Gilbert, R. (ed). Dordrecht, Springer: 7–30 
 
Barloy, F., Lecadet, M. M., Delécluse, A. 1998. Cloning and sequencing of three new 
 putative toxin genes from Clostridium bifermentans CH18. Gene, 211: 293–299 
 
Barloy, F., Delécluse, A., Nicolas, L., Lecadet, M. M. 1996. Cloning and expression of 
 the first anaerobic toxin gene from Clostridium bifermentans subsp. malaysia, 
 encoding a new mosquitocidal protein with homologies to Bacillus thuringiensis 
 delta-endotoxins. Journal of Bacteriology, 178: 3099–3105 
 
Berne, S., Križaj, I., Pohleven, F., Turk, T., Maček, P., Sepčić, K. 2002. Pleurotus and 
 Agrocybe hemolysins, new proteins hypothetically involved in fungal fruiting. 
 Biochimica Et Biophysica Acta, 1570: 153–159 
 
Bernheimer, A. W., Avigad, L. S. 1979. A cytolytic protein from the edible mushroom, 
 Pleurotus ostreatus. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, 
 585: 451–461 
 
 Bhat, H. B., Kishimoto, T., Abe, M., Makino, A., Inaba, T., Murate, M. 2013. Binding 
 of a pleurotolysin ortholog from Pleurotus eryngii to sphingomyelin and 
 cholesterol-rich membrane domains. Journal of Lipid Research, 54: 2933–2943 
  
 Bhat, H. B., Ishitsuka, R., Inaba, T., Murate, M., Abe, M., Makino, A. 2015. Evaluation 
 of aegerolysins as novel tools to detect and visualize ceramide 
 phosphoethanolamine, a major sphingolipid in invertebrates. The FASEB 
 Journal, 29: 3920–3934 
 
Bravo, A., Likitvivatanavong, S., Gill, S. S., Soberón, M. 2011. Bacillus thuringiensis: 
 A story of a successful bioinsecticide. Insect Biochemistry and Molecular 
 Biology, 41: 423–431  
 
Buré, C., Cacas, J. -L., Mongrand, S., Schmitter, J. -M. 2014. Characterization of 
 glycosyl inositol phosphoryl ceramides from plants and fungi by mass 
 spectrometry. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 406: 995–1010 
 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
50 
 
Butala, M., Novak, M., Kraševec, N., Skočaj, M., Veranič, P., Maček, P. 2017. 
 Aegerolysins: Lipid-binding proteins with versatile functions. Seminars in Cell 
 & Developmental Biology, 72: 142–151 
 
Carvalho, M., Sampaio, J. L., Palm, W., Brankatschk, M., Eaton, S., Shevchenko, A. 
 2012. Effects of diet and development on the Drosophila lipidome. Molecular 
 Systems Biology, 8: 600 
 
Chowdhury, H. H., Rebolj, K., Kreft, M., Zorec, R., Maček, P., Sepčić, K. 2008. 
 Lysophospholipids prevent binding of a cytolytic protein ostreolysin to 
 cholesterol-enriched membrane domains. Toxicon, 51: 1345–1356 
 
Cohen, L. Persky, Y. Hadar, R. 2002. Biotechnological applications and potential of 
 wood-degrading mushrooms of the genus Pleurotus. Applied Microbiology and 
 Biotechnology, 58: 582–594 
 
Cowart, L. A., Obeid, L. M. 2007. Yeast sphingolipids: Recent developments in 
 understanding biosynthesis, regulation, and function. Biochimica et Biophysica 
 Acta (BBA) - Molecular and Cell Biology of Lipids, 1771: 421–431 
 
Davies, J. C. 2002. Pseudomonas aeruginosa in cystic fibrosis: pathogenesis and 
 persistence. Paediatric Respiratory Reviews, 3: 128–134 
  
Ebina, K., Sakagami, H., Yokota, K., Kondo, H. 1994. Cloning and nucleotide sequence 
 of cDNA encoding Asp-hemolysin from Aspergillus fumigatus. Biochimica et  
 Biophysica Acta (BBA) - Gene Structure and Expression, 1219: 148–150 
 
Ellis, R. T., Stockhoff, B. A., Stamp, L., Schnepf, H. E., Schwab, G. E., Knuth, M. 
 2002. Novel Bacillus thuringiensis binary insecticidal crystal proteins active on 
 western corn rootworm, Diabrotica virgifera virgifera LeConte. Applied and 
 Environmental Microbiology, 68: 1137–1145 
 
 Fernandez Espinar, M. T., Labarère, J. 1997a. Cloning and sequencing of the Aa-Pri1 
 gene specifically expressed during fruiting initiation in the edible mushroom 
 Agrocybe aegerita, and analysis of the predicted amino-acid sequence. Current 
 Genetics, 32: 420–424 
 
Fukuchi, Y., Kumagai, T., Ebina, K., Yokota, K. 1996. Apolipoprotein B inhibits the 
 hemolytic activity of asp-hemolysin from Aspergillus fumigatus. Biological & 
 Pharmaceutical Bulletin, 19: 547–550 
 
Gilbert, R. J. C., Mikelj, M., Dalla Serra, M., Froelich, C. J., Anderluh, G. 2013. Effects 
 of MACPF/CDC proteins on lipid membranes. Cellular and Molecular Life 
 Sciences, 70: 2083–2098 
 
Gluecksohn-Waelsch, S., Schiffman, M. B. 1975. Glutamine synthetase in newborn 
 mice homozygous for lethal albino alleles. Developmental Biology, 45: 369–371 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
51 
 
Guella, G. Vsebnost CPE za Porphyromonas gingivalis. Laboratorij za bioorgansko 
 kemijo, Fakulteta za fiziko, Univerza v Trentu (Italija) (osebno sporočilo, 
 september,  2017) 
 
Hannich, J. T., Umebayashi, K., Riezman, H. 2011. Distribution and functions of sterols 
 and sphingolipids. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 3: a004762–
 a004762 doi: 10.1101/cshperspect.a004762: 15 str. 
 
Harris, J. R. 2010. Cholesterol binding and cholesterol transport proteins: structure and 
 function in health and disease. Subcellular Biochemistry . Harris, J. R. (ed. ). 
 Dordrecht, Springer: 631 
 
Helling, F., Dennis, R. D., Weske, B., Nores, G., Peter-Katalinic, J., Dabrowski, U. 
 1991. Glycosphingolipids in insects. The amphoteric moiety, N-
 acetylglucosamine-linked phosphoethanolamine, distinguishes a group of 
 ceramide oligosaccharides from the pupae of Calliphora vicina (Insecta: 
 Diptera). European Journal of Biochemistry, 200: 409–421 
 
 Hong, Q., Gutierrez-Aguirre, I., Barlic, A., Malovrh, P., Kristan, K., Podlesek, Z. 2002. 
 Two-step membrane binding by Equinatoxin II, a pore-forming toxin from the 
 sea anemone, involves an exposed aromatic cluster and a flexible helix. The 
 Journal of Biological Chemistry, 277: 41916–41924 
 
 Jaton, J. C., Huser, H., Blatt, Y., Pecht, I. 1975. Circular dichroism and fluorescence 
 studies of homogeneous antibodies to type III pneumococcal polysaccharide. 
 Biochemistry, 14: 5308–5311 
 
Kamaguchi, A., Yokota, K., Sakaguchi, O. 1979. Investigation of the hemolytic site of 
 Asp-hemolysin. Japanese Journal of Medical Science & Biology, 32: 118–121 
 
Kawasaki, S., Moriguchi, R., Sekiya, K., Nakai, T., Ono, E., Kume, K. 1994. The cell 
 envelope structure of the lipopolysaccharide-lacking gram-negative bacterium 
 Sphingomonas paucimobilis. Journal of Bacteriology, 176: 284–290 
 
Kočar, E. 2018. Vezava RahU na CPE. Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Univerza v 
 Ljubljani  (osebno sporočilo, april 2018) 
 
 Kraut, R. 2011. Roles of sphingolipids in Drosophila development and disease: Roles of 
 sphingolipids in Drosophila. Journal of Neurochemistry, 116: 764–778 
 
Kudo, Y., Fukuchi, Y., Kumagai, T., Ebina, K., Yokota, K. 2001. Oxidized low-density 
 lipoprotein-binding specificity of Asp-hemolysin from Aspergillus fumigatus.  
 Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, 1568: 183–188 
 
 Law, R. H. P., Lukoyanova, N., Voskoboinik, I., Caradoc-Davies, T. T., Baran, K., 
 Dunstone, M. A. 2010. The structural basis for membrane binding and pore 
 formation by lymphocyte perforin. Nature; 468: 447–451 
 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
52 
 
Lee, H. L., Seleena, P. 1990. Isolation of indigenous larvicidal microbial control agents 
 of mosquitos: the Malaysian experience. The Southeast Asian Journal of 
 Tropical Medicine and Public Health, 21: 281–287 
 
Lukoyanova, N., Kondos, S. C., Farabella, I., Law, R. H. P., Reboul, C. F., Caradoc-
 Davies, T. T. 2015. Conformational changes during pore formation by the 
 perforin-related protein pleurotolysin. PLOS Biology 13, 2: e1002049. 
 10.1371/journal.pbio.1002049: 15 str. 
 
 Marheineke, K., Grünewald, S., Christie, W., Reiländer, H. 1998. Lipid composition of 
 Spodoptera frugiperda (Sf9) and Trichoplusia ni (Tn) insect cells used for 
 baculovirus infection. FEBS Letters, 441: 49–52 
 
 Masson, L., Schwab, G., Mazza, A., Brousseau, R., Potvin, L., Schwartz, J. -L. 2004. A 
 Novel Bacillus thuringiensis (PS149B1) Containing a Cry34Ab1/Cry35Ab1 
 Binary Toxin Specific for the Western Corn Rootworm Diabrotica virgifera 
 virgifera LeConte Forms Ion Channels in Lipid Membranes. Biochemistry, 43: 
 12349–12357 
 
 Michel, V., Bakovic, M. 2007. Lipid rafts in health and disease. Biology of the Cell, 99: 
 129–140 
 
 Miklavič, Š., Kogovšek, P., Hodnik, V., Korošec, J., Kladnik, A., Anderluh, G. 2015. 
 The Pseudomonas aeruginosa RhlR-controlled aegerolysin RahU is a low-
 affinity rhamnolipid-binding protein. FEMS Microbiology Letters, 362, 10: 1–8  
 
Mills, G. C., Alperin, J. B., Trimmer, K. B. 1975. Studies on variant glucose-6-
 phosphate dehydrogenases: G6PD Fort Worth. Biochemical Medicine, 13: 264–
 275 
 
Müller-Eberhard, H. J. 1988. Molecular Organization and Function of the Complement 
 System. Annual Review of Biochemistry, 57: 321–347 
 
Munjaković, H. Vezava EryA na lipide iz bakterije Porphyromonas gingivalis.   
Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Univerza v Ljubljani (osebno sporočilo, april 
 2018) 
 
 Nayak, A. P., Blachere, F. M., Hettick, J. M., Lukomski, S., Schmechel, D., Beezhold, 
 D. H. 2011. Characterization of Recombinant Terrelysin, a Hemolysin of 
 Aspergillus terreus. Mycopathologia, 171: 23–34 
 
 Ngai, P. H. K., Ng, T. B. 2006. A hemolysin from the mushroom Pleurotus eryngii. 
 Applied Microbiology and Biotechnology, 72: 1185–1191 
 
 Nicolas, L., Charles, J. -F., Barjac, H. 1993. Clostridium bifermentans serovar 
 malaysia : Characterization of putative mosquito larvicidal proteins. FEMS 
 Microbiology Letters, 113: 23–28 
 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
53 
 
Novak, M. Biološka vloga ter lastnosti egerolizinov in proteinov z domeno MACPF v 
 nitasti glivi Aspergillus niger, Ljubljana, Medicinska fakulteta: 109 str. 
 
 Novak, M., Kraševec, N., Skočaj, M., Maček, P., Anderluh, G., Sepčić, K. 2015. Fungal 
 aegerolysin-like proteins: distribution, activities, and applications. Applied 
 Microbiology and Biotechnology, 99: 601–610 
 
 Olsen, I., Jantzen, E. 2001. Sphingolipids in Bacteria and Fungi. Anaerobe, 7: 103–112.  
  
Oshiro, N., Kobayashi, C., Iwanaga, S., Nozaki, M., Namikoshi, M., Spring, J. 2004. A 
 new membrane-attack complex/perforin (MACPF) domain lethal toxin from the 
 nematocyst venom of the Okinawan sea anemone Actineria villosa. Toxicon, 43: 
 225–228 
 
Ota, K., Leonardi, A., Mikelj, M., Skočaj, M., Wohlschlager, T., Künzler, M. 2013. 
 Membrane cholesterol and sphingomyelin, and ostreolysin A are obligatory for 
 pore-formation by a MACPF/CDC-like pore-forming protein, pleurotolysin B. 
 Biochimie, 95: 1855–1864  
 
 Parsek, M. R., Singh, P. K. 2003. Bacterial biofilms: An emerging link to disease 
 pathogenesis. Annual Review of Microbiology, 57: 677–701 
   
 Ramachandran, R., Heuck, A. P., Tweten, R. K., Johnson, A. E. 2002. Structural 
 insights into the membrane-anchoring mechanism of a cholesterol-dependent 
 cytolysin. Nature Structural Biology, 9: 823–827 
 
 Rao, J., DiGiandomenico, A., Unger, J., Bao, Y., Polanowska-Grabowska, R. K., 
 Goldberg, J. B. 2008. A novel oxidized low-density lipoprotein-binding protein 
 from Pseudomonas aeruginosa. Microbiology, 154: 654–665 
 
 Rao, J., DiGiandomenico, A., Artamonov, M., Leitinger, N., Amin, A. R., Goldberg, J. 
 B. 2011. Host derived inflammatory phospholipids regulate rahU (PA0122) 
 gene, protein, and biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa. Cellular 
 Immunology, 270: 95–102 
 
 Rebolj, K., Ulrih, N. P., Maček, P., Sepčić, K. 2006. Steroid structural requirements for 
 interaction of ostreolysin, a lipid-raft binding cytolysin, with lipid monolayers 
 and bilayers. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) – Biomembranes, 1758: 
 1662–1670 
 
 Rementeria, A., López-Molina, N., Ludwig, A., Vivanco, A. B., Bikandi, J., Pontón, J. 
 2005. Genes and molecules involved in Aspergillus fumigatus virulence. Revista 
 Iberoamericana De Micologia, 22: 1–23 
 
 Remžgar, T. 2016. Interakcije egerolizinskega proteina A145 iz plesni Aspergillus niger 
 z membranskimi lipidi. Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo: 
 19 str.  
 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
54 
 
Rosado, C. J., Buckle, A. M., Law, R. H. P., Butcher, R. E., Kan, W. -T., Bird, C. H. 
 2007. A Common Fold Mediates Vertebrate Defense and Bacterial Attack. 
 Science, 317: 1548–1551 
  
 Sakaguchi, O., Shimada, H., Yokota, K. 1975. Proceedings: Purification and 
 characteristics of hemolytic toxin from Aspergillus fumigatus. Japanese Journal 
 of Medical Science & Biology, 28: 328–331 
 
 Sakurai, N., Kaneko, J., Kamio, Y., Tomita, T. 2004. Cloning, expression, and pore-
 forming properties of mature and precursor forms of pleurotolysin, a 
 sphingomyelin-specific two-component cytolysin from the edible mushroom 
 Pleurotus ostreatus. Biochimica Et Biophysica Acta, 1679: 65–73 
 
Sandhu, S. S., Nelson, P., Warren, W. J. 1975. Potable water quality in rural 
 Georgetown County. Bulletin of Environmental Contamination and Toxicology, 
 14: 465–472 
 
 Schmoldt, A., Benthe, H. F., Haberland, G. 1975. Digitoxin metabolism by rat liver 
 microsomes. Biochemical Pharmacology, 24: 1639–1641 
 
Sepčić, K. Lipidne lise pri far-eastrn odtisu. Ljubljana, Biotehniška fakulteta, Univerza 
 v Ljubljani (osebno sporočilo, april 2017) 
 
 Sepčić, K., Berne, S., Potrich, C., Turk, T., Maček, P., Menestrina, G. 2003. Interaction 
 of ostreolysin, a cytolytic protein from the edible mushroom Pleurotus ostreatus, 
 with lipid membranes and modulation by lysophospholipids. European Journal 
 of Biochemistry, 270: 1199–1210 
 
Seppo, A., Moreland, M., Schweingruber, H., Tiemeyer, M. 2000. Zwitterionic and 
 acidic glycosphingolipids of the Drosophila melanogaster embryo: Glycolipids 
 of the Drosophila embryo. European Journal of Biochemistry, 267: 3549–3558 
 
Shibata, T., Kudou, M., Hoshi, Y., Kudo, A., Nanashima, N., Miyairi, K. 2010. 
 Isolation and characterization of a novel two-component hemolysin, erylysin A 
 and B, from an edible mushroom, Pleurotus eryngii. Toxicon, 56: 1436–1442 
 
 Simons, K., Ikonen, E. 1997. Functional rafts in cell membranes. Nature, 387: 569–572.  
 
 Skočaj, M., Resnik, N., Grundner, M., Ota, K., Rojko, N., Hodnik, V. 2014. Tracking 
 Cholesterol/Sphingomyelin-Rich Membrane Domains with the Ostreolysin A-
 mCherry Protein. PLoS ONE, 9, 3: e92783. 10.1371/journal.pone.0092783: 12 
 str. 
 
 Skočaj, M., Yu, Y., Grundner, M., Resnik, N., Bedina Zavec, A., Leonardi, A. 2016. 
 Characterisation of plasmalemmal shedding of vesicles induced by the 
 cholesterol/sphingomyelin binding protein, ostreolysin A-mCherry. Biochimica 
 et Biophysica Acta (BBA) – Biomembranes, 1858: 2882–2893 
 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
55 
 
 Smith, E. E., Buckley, D. G., Wu, Z., Saenphimmachak, C., Hoffman, L. R., 
 D’Argenio, D. A. 2006. Genetic adaptation by Pseudomonas aeruginosa to the 
 airways of cystic fibrosis patients. Proceedings of the National Academy of 
 Sciences, 103: 8487–8492 
 
 Steinbach, W. J., Perfect, J. R., Schell, W. A., Walsh, T. J., Benjamin, D. K. 2004. In 
 vitro analyses, animal models, and 60 clinical cases of invasive Aspergillus 
 terreus infection. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 48: 3217–3225 
 
 Tan, S. Y., Rangasamy, M., Wang, H., Vélez, A. M., Hasler, J., McCaskill, D. 2016. 
 RNAi induced knockdown of a cadherin-like protein (EF531715) does not affect 
 toxicity of Cry34/35Ab1 or Cry3Aa to Diabrotica virgifera virgifera larvae 
 (Coleoptera: Chrysomelidae). Insect Biochemistry and Molecular Biology, 75: 
 117–124 
  
 Térová, B., Heczko, R., Slotte, J. P. 2005. On the importance of the phosphocholine 
 methyl groups for sphingomyelin/cholesterol interactions in membranes: a study 
 with ceramide phosphoethanolamine. Biophysical Journal, 88: 2661–2669 
 
Thiery, I., Hamon, S., Gaven, B., De Barjac, H. 1992. Host range of Clostridium 
 bifermentans serovar. malaysia, a mosquitocidal anaerobic bacterium. Journal of 
 the American Mosquito Control Association, 8: 272–277 
 
Tomita, T., Noguchi, K., Mimuro, H., Ukaji, F., Ito, K., Sugawara-Tomita, N. 2004. 
 Pleurotolysin, a novel sphingomyelin-specific two-component cytolysin from 
 the edible mushroom Pleurotus ostreatus ,a into a transmembrane pore complex. 
 Journal of Biological Chemistry, 279: 26975–26982  
 
 Venturi, V. 2006. Regulation of quorum sensing in Pseudomonas. FEMS Microbiology 
 Reviews, 30: 274–291 
 
 Vidic, I., Berne, S., Drobne, D., Maček, P., Frangež., R., Turk, T. 2005. Temporal and 
 spatial expression of ostreolysin during development of the oyster mushroom 
 (Pleurotus ostreatus). Mycological Research, 109: 377–382 
 
 Winklhofer-Roob, B. M., Ziouzenkova, O., Puhl, H., Ellemunter, H., Greiner, P., 
 Müller, G. 1995. Impaired resistance to oxidation of low density lipoprotein in 
 cystic fibrosis: Improvement during vitamin E supplementation. Free Radical 
 Biology and Medicine, 19: 725–733 
 
 Worathumrong, N., Grimes, A. J. 1975. The effect of o-salicylate upon pentose 
 phosphate pathway activity in normal and G6PD-deficient red cells. British 
 Journal of Haematology, 30: 225–231  
 
 Yamaji-Hasegawa, A., Hullin-Matsuda, F., Greimel, P., Kobayashi, T. 2016. Pore-
 forming toxins: Properties, diversity, and uses as tools to image sphingomyelin 
 and ceramide phosphoethanolamine. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) – 
 Biomembranes, 1858: 576–592 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2018 
56 
 
Yang, T. K., Means, E., Anderson, L. E., Jenkin, H. M. 1974. Sphingophospholipids of 
 species of Aedes and Culex mosquito cells cultivated in suspension culture from 
 logarithmic and stationary phases of growth. Lipids, 9: 1009–1013 
 
Yokota, K., Shimada, H., Kamaguchi, A., Sakaguchi, O. 1977. Studies on the toxin of 
 Aspergillus fumigatus. VII. Purification and some properities of hemolytic toxin 
 (asp-hemolysin) from culture filtrates and mycelia. Microbiology and 
 Immunology, 21: 11–22 
 
van Zanten, T. S., Gomez, J., Manzo, C., Cambi, A., Buceta, J., Reigada, R. 2010. 
 Direct mapping of nanoscale compositional connectivity on intact cell 
 membranes. Proceedings of the National Academy of Sciences, 107: 15437–
 15442 
 
 Žužek, M. C., Maček, P., Sepčić, K., Cestnik, V., Frangež, R. 2006. Toxic and lethal 
 effects of ostreolysin, a cytolytic protein from edible oyster mushroom 
 (Pleurotus ostreatus), in rodents. Toxicon, 48: 264–271 
Krpan T. Iskanje novih membranskih tarč proteinov iz družine egerolizinov. 



















































0,450 1,349 3,597 1,798 3,681 9,816 4,908 2,97 
Eritrocitni 
duhki 
4,4 ml 13,2 35,2 17,6 66,7 0,533 266,8 7,78 
Aspergillus 
brasiliensis 
0,310 0,930 2,48l 1,24 0,987 2,632 1,316 1.135 
Aspergillus 
niger 
0,320 0,960 2,56 1,28 1,221 3,256 1,628 1,291 
Aspergillus 
terreus 
0,293 0,879 2,344 1,172 0,972 2,592 1,296 1,09 
Pseudomona
s aeruginosa 
1,13 3,39 9,04 4,52 4,99 13,33 6,66 4,95 
Pseudomona
s fluorescens 
1,12 3,35 8,941 4,47 4,33 11,55 5,78 4,54 
Bacillus 
cereus 
1,86 5,57 14,86 7,43 7,25 19,34 9,68 7,58 
Salmonella 
enterica 
1,21 3,63 9,68 4,84 5,47 14,58 7,29 5,37 
Saccharomyc
es cerevisae 
1,46  4,371 11,66 5,82 2,42 6,45 3,22 4 
Rhodotorula 
mucilaginosa 
2,71 8,14 21,72 10,86 4,5 21,74 10,87 9,63 
Rhizopus 
stolonifer 
1,47 4,42 11,76 5,88 4,42 11,76 5,88 5,16 
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Permeabilizacija s kalceinom napolnjenih SUV iz SM:Hol (molsko razmerje 1:1) 
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Permeabilizacija s kalceinom napolnjenih SUV totalnih lipidov žuželčjih celic Sf9 
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Priloga D  
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Permeabilizacija s kalceinom napolnjenih SUV iz lipidov nepolarne in polarne faze 
žuželčjih celic Sf9 v razmerju 70 % - 30 %. 
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Priloga F  
Permeabilizacija s kalceinom napolnjenih SUV iz lipidov nepolarne in polarne faze 
žuželčjih celic Sf9 v razmerju 50 % - 50 %. 
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Kromatogrami lipidov nepolarne in polarne faze ter totalnih lipidov celic Sf9, pridobljenih 
z analizo LC-ESI-MS/MS. Lipidi totalnega ekstrakta celic Sf9, pridobljeni po metodi 
Skočaj in sod. (2016), lipidi polarne in polarne faze pa po metodi Seppo in sod. (2000). A 
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Vsebnost lipidov nepolarne faze Sf9. Analizirano z 31P in 1H NMR Med prevladujočimi 
lipidi nepolarne frakcije je največ PE, PC, sledita CPE, SM in lizo-PC. 
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Vrhovi frakcij 4 in 5 lipidov nepolarne faze celic Sf9, ločeni po polarnih glavah na HPLC 
koloni. Frakciji 4 in 5 sta bili pridobljeni po ločevanju lipidov nepolarne frakcije na SPE-
NH2 koloni. Prikazani vrhovi predstavljajo frakcije (0–15 in Ref (mobilna faza brez 
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